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OZET

Firtina A, Primer ve sekonder immiin yetmezlikli hastalarda saptanan
sitomegaloviriis suslarinda gansiklovir direncinin genotipik yodntemlerle
arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Uzmanhik Tezi, Ankara, 2023. Immiin yetmezligi olan hasta
gruplart modern tibbin ilerlemesiyle birlikte artmaktadir. Sitomegaloviriis (CMV),
Ozellikle nakil hastalar1 ve insan immiin yetmezlik virtisii (HIV) ile yasayan
bireyler gibi immiin yetmezligi olan hasta gruplarinda firsat¢1 patojen olarak ciddi
hastalik ve dliimlere sebep olmaktadir. Bazen, bu enfeksiyonlar ilk tedavi se¢cenegi
olan gansiklovire klinik olarak yanit vermemektedir. Sonucta uzamis tedavi ve
hastaneye yatis siiresi, yan etkileri daha fazla olan medikal tedavi degisiklikleri,
kalic1 organ hasarlar1 ve 6liime kadar gidebilen siire¢ler yasanabilmektedir. Tim
bunlar goéz Oniline alindiginda tedavi siirecinde antiviral direng testlerinin 6nemi
daha da artmaktadir. Bu calismada, Hacettepe hastanelerine bagvuran primer ve
sekonder immiin yetmezligi olan hastalarda goriillen CMV enfeksiyonlar1 ve bu
enfeksiyona sebep olan CMV suslarinda gansiklovire karsi direng varliginin
genotipik yontemlerle arastirilmasi amacglanmistir. CMV organ tutulumu olan
hastalarda, olmayanlara oranla daha fazla antiviral diren¢ goriilmesi
ongoriilmiistiir. Bir y1l boyunca ¢aligmaya dahil edilen hasta plazmalar ileriye
doniik olarak toplanmistir. Toplamda 142 hastaya ait plazma 6rneklerinden CMV
DNA izolasyon islemi gerceklestirilmistir. Primer tasarlanmast ve nested-PZR
optimizasyonu yapildiktan sonra tim DNA izolatlar1 bu PZR deneyine dahil
edilmistir. Deneyler sonucunda 77 hastada hedeflenen bdolgede amplikon
saptanmustir. Elde edilen amplikonlar Sanger DNA dizileme yontemi ile dizilenmis
ve sonucta 77 hasta i¢in veri elde edilmistir. Elde edilen diziler kullanima agik olan
bir direng iliskili mutasyon saptayan platform iizerinden yorumlanmistir. Sonugta
77 hastadan ikisinde gansiklovir direnciyle iliskili M460V ve A594V mutasyonlari
saptanmustir. 1ki hastada genetik polimorfizmle iliskili olan D605SE mutasyonu
bulunmustur. Ayrica gansiklovir direncine olan etkisi bilinmeyen V5421

mutasyonu tii¢ hastada, A435V ve A427T mutasyonlarinin varlhigi ise iki ayri



hastada gosterilmistir. Hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) alicist olan 32
hastanin {igiine olast akciger tutulumu ve bir hastaya CMV pnomonisi tanisi
koyulmustur. Yine bu grupta iki hastada gastrointestinal sistem (GiS) tutulumu ve
dort hastada retinit gériilmiistiir. Bir HIV hastasinda goriilen akciger tutulumu harig
tiim organ tutulumlart HKHN alicilarinda goriilmiistiir. Ayrica ¢alismamiza yedi
solid organ nakli (SOT), i¢ HIV enfeksiyonu, iki konjenital CMV enfeksiyonu ve
diger hastaliklara bagli immiin yetmezligi olan 33 hasta katilmistir. Direng iligkili
M460V mutasyonu CMV retiniti olan hastada, A594V mutasyonu ise CMV
pndémoni tanisi alan hastada saptanmistir. Sonug olarak; CMV organ tutulumu olan
ve olmayan hasta gruplari arasinda gansiklovir direnci agisindan anlamli fark
saptanmamustir (p=0,610). Hasta gruplarindaki katilime1 sayisinin artirilip, her bir
hasta grubunun tek basina degerlendirildigi ¢alismalara ihtiya¢ oldugu kanisina

varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: CMV antiviral duyarlilik; genotipik antiviral duyarlilik

testleri; antiviral direng; Sanger dizileme yontemi; immiin yetmezlik

Destekleyen kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon

Birimi, Proje no: THD-2022-20069
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ABSTRACT

Firtina A, Investigation of ganciclovir resistance in cytomegalovirus strains
isolated from patients with primary and secondary immunodeficiency by
genotypic methods, Hacettepe University, Faculty of Medicine, Department of
Medical Microbiology, Thesis In Medical Microbiology, Ankara, 2023. Patient
groups with immunodeficiency are increasing with the advancement of modern
medicine. CMV causes serious illness and death as an opportunistic pathogen,
especially in immunocompromised patient groups such as transplant patients and
individuals living with HIV. Sometimes, these infections do not respond clinically to
ganciclovir, the first-line treatment option. As a result, prolonged treatment and
hospitalization time, medical treatment changes with more side effects, permanent
organ damage and processes that can lead to death may occur. Considering all these,
the importance of antiviral resistance tests in the treatment process increases even
more. In this study, it was aimed to investigate CMV infections in patients with
primary and secondary immunodeficiency admitted to Hacettepe hospitals and the
presence of resistance to ganciclovir in CMV strains causing this infection by
genotypic methods. It has been hypothesized that patients with CMV organ
involvement have more antiviral resistance than those without. Plasma from patients
included in the study for one year were prospectively collected. CMV DNA isolation
was performed from plasma samples of 142 patients in total. After primer design and
nested-PCR optimization, all DNA isolates were included in this PCR experiment. As
a result of the experiments, bands were detected in the targeted region in 77 patients.
Band-detected sequences were sequenced by the Sanger DNA sequencing method,
resulting in data for 77 patients. The resulting sequences were interpreted on a readily
available resistance-associated mutation detection platform. As a result, M460V and
A594V mutations associated with ganciclovir resistance were detected in two of 77
patients. D605E mutation associated with genetic polymorphism was found in two
patients. In addition, the V5421 mutation with unknown effect on ganciclovir
resistance was shown in three patients, and the presence of A435V and A427T
mutations in two separate patients. Thirty two patients were hematopoietic stem cell

transplant (HSCT) recipients, and three patients had possible lung involvement and



vii

one patient had CMV pneumonia. The patient diagnosed with CMV pneumonia was
the patient with the A594V mutation. In this group, GIS involvement was observed in
two patients and retinitis was observed in four patients. The M460V mutation was
observed in the patient who was treated with the diagnosis of CMV retinitis. Except
for the lung involvement seen in one HIV patient, all organ involvements were seen in
HSCT recipients. In addition, seven solid organ transplant (SOT), three HIV infection,
two congenital CMV infection and 33 patients with immunodeficiency due to other
diseases participated in our study. Possible CNS involvement was observed in one of
the patients with congenital CMV infection. In conclusion, no significant difference
was found between the patient groups with and without CMV organ involvement in
terms of ganciclovir resistance. It was concluded that there is a need for studies that
increase the number of participants in patient groups and evaluate each patient group

individually.

Keywords: CMV antiviral susceptibility; genotypic antiviral susceptibility tests;

antiviral resistance; Sanger sequencing method; immunodeficiency

Supporting organization: Hacettepe University Scientific Research Coordination
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1. GIRIS

Insan sitomegaloviriis (CMV), latent enfeksiyonlara neden olma yetenekleri ile
taninan Herpesviridae ailesinin, Betaherpesvirinae alt ailesinin bir tiyesidir. CMV
prevalansi toplumlar arasinda degismekle birlikte, gelismekte olan iilkelerde bu oran
%90’1in iizerindedir. Ulkemizde seropozitiflik orani, %85-%100 arasinda
bildirilmektedir (1, 2). CMV, damlacik, cinsel temas, kan transfiizyonlari, solid organ
ve kemik iligi transplantasyonlar1 ve plasenta yoluyla bulasarak enfeksiyonlara sebep
olmaktadir (1, 3).

CMV enfeksiyonlari, primer enfeksiyon ve sekonder (tekrarlayan)
enfeksiyonlar seklinde gelisebilmektedir. Primer enfeksiyon daha once CMYV ile
karsilasmamis konaga virus bulasi ile ortaya cikar. Bagisiklik sistemi saglam
hastalarda belirtisiz ya da kendini sinirlayan, heterofil antikor testinin negatif oldugu
enfeksiydz mononiikleoz benzeri tabloyla seyrederek hayat boyu latent enfeksiyona
sebep olur (4). Ancak, primer ve kazanilmis immiin yetmezIlikli hastalarda ve
konjenital CMV hastalarinda ciddi mortalite ve morbiditeye sebep olmaktadir.
Sekonder enfeksiyonlar ise latent enfeksiyonlarin reaktivasyonu ya da seropozitif

hastalarda reenfeksiyon seklinde olmaktadir (2).

Bagisiklik sistemi baskilanmis konakta CMV enfeksiyonu tani ve tedavisi
morbidite ve mortalitenin 6nlenmesi agisindan énem tasimaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan CMV hastaliginin &nlenmesinde
ve/veya tedavisinde kullanim onay1 alan ajanlar gansiklovir, valgansiklovir, foskarnet
ve sidofovirdir (4). Bir guanozin analogu olan gansiklovir, CMV tedavisinde onay alan
ilk antiviral ilagtir. Gansiklovir hiicreye girdikten sonra UL97 geni tarafindan kodlanan
viral protein kinazlar tarafindan gansiklovir monofosfata ¢evrilir. Daha sonra hiicresel
kinazlar tarafindan gansiklovir trifosfat seklinde aktif molekiil haline getirilir. Aktif
haldeki gansiklovir trifosfat, viral UL54 gen bolgesinden kodlanan DNA polimeraz
enzimini inhibe ederek etkisini gosterir. Valgansiklovir, gansiklovirin L-valil ester
formu olup oral yoldan kullanilir. Oral kullanim sonrasi bagirsak ve karaciger

hiicrelerinin ~ {irettigi  esterazlar tarafindan yikilarak gansiklovire doniisiir.



Valgansiklovirin bu doniisimii sonrast hiicre i¢i aktiflesme ve antiviral etki

mekanizmasi gansiklovirle tamamen aynidir (4, 5).

Konak hiicre igerisinde viral DNA replikasyonu asamasinda UL97 ve UL54
gen bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar gansiklovir ve valgansiklovire karsi
cesitli diizeylerde direncten sorumludur. Yapilan ¢aligmalarda gansiklovir direncinin

%95 oraninda UL97 gen bolgesindeki mutasyonlardan kaynaklandigi gosterilmistir

(6).

Antiviral direng tespitinde fenotipik ve genotipik yontemler uygulanmaktadir.
Fenotipik testler daha ¢ok, genotipik testlerde saptanan varyantlarin viral dirence olan
etkisini in-vitro tespit etmek igin tercih edilmektedir. Hastalardan saptanan suslarin
antiviral direng tespitinde ise genotipik testler daha yaygin kullanilmaktadir. Bu
testlerle direngle iliskili oldugu bilinen genler iizerindeki mutasyonlar saptanmakta ve
sokak suslart ile karsilastirilmaktadir. Genotipik testlerin bir baska faydasi ise yeni
ortaya ¢ikan mutasyonlar1 saptayabilmesidir. Bu viral genetik degisikliklerin siirekli
takibi CMV proflaksi ve tedavisinde klinige yol gosterici olmaktadir. Genotipik
testlerin en dnemli kisithliklar ise ilag direncine sebep olan mutasyonlarin énceden

tespit edilmis olma gerekliligidir (4).

Literatirde CMV enfeksiyonlar1 ve gansiklovir direnci iizerine yapilan
caligmalarin sonucunda, tan1 ve tedavide kullanilan rehberler olusturulmustur (7, 8).
Bu rehberler 15181nda, gansiklovir tedavisine kars1 virolojik direng saptanan hastalarda
prognozun daha koétii oldugu bilinmektedir (6).CMV enfeksiyonunda ve hastaliginda
virolojik direncin 6nemi hem Kklinik uygulama agisindan hem de laboratuvar
uygulamasi agisindan merak konusudur. Bu calismanin hipotezi de CMV hastaligi
olan kisilerde, virolojik direncin 6n planda oldugu varsayim lizerine kurulmustur. Bu
calismada, Hacettepe Universitesi Hastaneleri’ne bagvuran primer ve sekonder immiin
yetmezlikli hastalardan izole edilen CMV izolatlarinda gansiklovir direncinin
genotipik yontemlerle arastirilmasi ve CMV enfeksiyonu ile CMV hastalig1 arasinda

virolojik direng farkinin ortaya konmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sitomegaloviriis

2.1.1 Tarihge

CMV ile ilgili ilk bulgular, 1900’1 yillarin baslarinda tanimlanmistir. Ribbert
1881 yilinda 6lii dogan bir bebegin bobrek kesitlerinde dev hiicreler saptamistir (9).
Lowenstein 1907 yilinda, ¢ekirdekleri kenarda yerlesmis ve ¢ekirdek i¢i inkliizyon
cisimcikleri olan dev hiicreler tanimlamustir (10). Bu tipik goriintii ¢ekirdek igerisinde
inkliizyon cisimcikleri iceren sitomegalik hiicre patolojisinin ilk 6rnegi kabul
edilmistir. Ilk kez 1932'de petesi, hepatosplenomegali ve intraserebral
kalsifikasyonlarla karakterize 25 mortal konjenital enfeksiyon vakasi tanimlanmustir.
Bu bireylerin tamaminda g¢ekirdek i¢i inkliizyon cisimcigi iceren hiicreler saptanmaistir.
Wyatt ve ark. bu tabloya, etiyolojisi heniiz bilinmemekle birlikte “jeneralize
sitomegalik inkliizyon hastaligi (CID)” adin1 vermislerdir (11). Minder 1953 yilinda
ilk kez bir CID vakasinin pankreatik hiicrelerinde, ¢ekirdek igi cisimciklerin
etrafindaki berrak halede viriisii diisindiiren 199 nm biiyiikliigiindeki partikiilleri

elektron mikroskobu ile gostermistir (12).

Insanlardan CMV izolasyonu, laboratuvar ortaminda hiicre kiiltiirlerinde insan
hiicrelerinin kullanimina girmesiyle miimkiin olmustur. Amerikan pediatrist ve virolog
olan Thomas H. Weller 1957 yilinda ilk kez insanlardan CMV izole etmis ve bu viriisii

daha sonra ‘sitomegaloviriis’ olarak adlandirmistir (13, 14).

CMV’nin izolasyonu ile birlikte toplumlardaki epidemiyolojisi i¢in ¢caligmalar
da baglamistir. Rowe ve ark. CMV antijenlerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada
Washington’da seropozitiflik oranini %81 olarak saptamislardir (15). Sonraki yillarda
yapilan c¢aligmalarda da benzer sonuglar bulunmustur (16). Toplumlar arasi
caligmalarda ise sosyoekonomik seviye azaldik¢a seropozitiflik oraninin arttig

gozlemlenmistir (17).

CMV’ye 0Ozgiil testlerin kullaniminin artmasi, klinik pratikte yeni tanilari
beraberinde getirmistir. Klemola ve ark. enfeksiy6z mononiikleoz tablosu olan geng

erigkinlerde farkli bir alt formun oldugunun farkina varmiglardir (18). Epstein-Barr



viriistine (EBV) yonelik heterofil antikor testinin negatif olmasi1 ve CMV’ye 6zgiil
serolojik testlerin pozitif olmasiyla bu tabloya CMV’nin sebep oldugunu
belirtmislerdir. Transfiizyon sonrast CMV enfeksiyonlarinin tanimlanmasi da 1970’1
yillarda seronegatif alicilarin transfiizyondan sonra seropozitif hale gelmesiyle
yapilmigtir. Viral bulagmanin, kandaki 16kosit ve monositlerde latent olan CMV’nin

alicida aktif hale gelmesiyle olustugu ileri siiriilmiistiir (19).

CMV, transplantasyon sonrasinda hastalifa sebep olan etkenlerin basinda
gelmektedir. Transplantasyon tiiriine ve immiin baskilanma seviyesine gore morbidite
oranlar1 degismektedir. Kemik iligi alicilarinda 1986 yilinda yapilan bir ¢alismada en
sik goriilen komplikasyonun pnémoni oldugu ve mortalitenin %83 olarak hesaplandigi
bildirilmistir (20). O donemde yapilan baska bir ¢alismada renal transplant alicilarinda
CMV pnoémonisine bagli mortalite oranlar1 %50 olarak saptanmistir (21). Sonraki

yillarda etkin tedavilerin kullanima girmesiyle mortalite oranlarinda azalma olmustur.

Kazanilmig immiin yetmezlik sendromu (AIDS) pandemisinin 1980'lerde
baslamasiyla birlikte ileri diizeyde immiin baskilanmig hastalar, CMV enfeksiyonlari
icin yiiksek risk grubunu olusturmuslardir. Yiiksek Aktiviteli Antiretroviral Tedavi
(HAART) kullanimindan 6nce AIDS hastalarinda, CMV enfeksiyonlar1 %30-%42
araligindayken, bu oran HAART tedavisiyle birlikte azalmistir (22).

CMV enfeksiyonlariin tedavisinin ge¢cmisi de 1980 yilinda gansiklovirin
patent almasiyla baglamistir. Klinik kullanima girmeden 6nce, Herpes simpleks tip-1
(HSV-1) ve diger Herpes viriislere karsi in vitro etkili oldugu bulunmustur (23). Daha
sonra AIDS hastalarinda CMV retinit tedavisinde, transplant alicilarinda CMV
pnomonisinde ve son 30 yildir da CMV proflaksi ve tedavisinde ilk sira ila¢ olarak

kullanilmaktadir.

Foskarnet, AIDS hastalarinda CMV retinit tedavisinde kullanim onay1 olan
ikinci antiviral ilagtir (24). Daha sonra gansiklovir tedavisine direngli CMV
enfeksiyonlarmin tedavisi ig¢in kullanim onayr almistir (25). Sidofovir, DNA
viriislerine karsi genis etki spektrumuna sahip antiviral ilagtir. Direncli CMV

enfeksiyonlarinda 1996 yilinda kullanim onay1 almistir (26).



2.1.2 Viriisiin Genel Ozellikleri

CMV, Uluslararas: Viriisler Taksonomisi Komitesi (“International Committee
on Taxonomy of Viruses”-ICTV) tarafindan  Herpesviridae ailesinin,
Betaherpesvirinae alt ailesinde Insan Herpesviriis 5 (HHV-5) olarak tanimlanan zarfli
bir DNA viriisiidiir. Diger herpesviriislerde oldugu gibi CMV de dogrusal, ¢ift zincirli
DNA genomuna sahiptir. Genom biiytikligii 235 kilo baz olup molekiiler agirligi 150-
155x10¢ daltondur. Bu genom 162 kapsomerin birleserek olusturdugu ikozahedral bir
kapsid ile paketlenmistir. Kapsidin yaklasik ¢ap1 115 ile 130 nm arasindadir. Kapsidin
etrafinda da tegiiment ad1 verilen, yapisal proteinlerden olusan bir katman bulunur.
Tiim bu niikleokapsid ve tegliment yapisi da igerisinde glikoprotein yapilar igeren ve
lipid yapida olan bir zarf tarafindan sarilmigtir. Tam bir virion ¢ap1 ise 150 ile 200 nm

arasinda degismektedir (27). CMV virion yapisi asagida verilmistir (Sekil 2.1) (28).

Niikleokapsid

S E gH/gl/g0 {iglii yapis1

/_? Besli kompleks
/ -0

gB yapisi

eM/gN kompleks
v,

Tegiiment

Sekil 2.1. insan CMV virion yapisi ((28) numaral1 kaynaktan Tiirkgeye uyarlanmistir).

CMV, tiim herpesviriisler igerisinde en biiyiik genoma sahip olan viriistiir.
Yaklasik 100 polipeptit kodlayan 208 tane acik okuma gergevesi igerir. CMV genomu
‘unique long (UL)’ ve “unique short (US)’ ad1 verilen gen bolgeleri seklinde organize

olmustur (Sekil 2.2). Bu genom dizilimi internal ve terminal tekrar bolgeleri



icermektedir. Tekrarlayan gen boélgelerinin 6zellikleri bilinmemekle birlikte DNA
replikasyonunla iligkili oldugu diisiiniilmektedir (29).

UL US

Sekil 2.2. CMV genom organizasyonu. IR: internal tekrarlar, TR: terminal tekrarlar
((29) numarali kaynaktan aynen alinmistir).

CMYV virion yapisi, herpesviriislerin genel 6zelliklerine uygun olarak, bir¢ok
yapisal protein igermesine karsin, kapsid yapist nispeten daha basit proteinlerden
olusmustur. Konak hiicrede ilk olusan kapsid yapisina PreB kapsid denir. PreB kapsid
genel olarak major kapsid proteini (pUL86), mindr kapsid proteini (pUL46) ve kiigiik
kapsid proteini (M1) olmak iizere en az ii¢ yapisal proteinden olusur (30). CMV
kapsidi, PreB kapsid asamasinda iken en ¢ok konak hiicrenin ¢ekirdeginde
bulunurken, olusan PreB olgun B kapsid haline gelirken konak hiicre sitoplazmasina
cikar. Bu olgunlagma asamasinda 36-38 kilo dalton agirliginda pUL80 adi verilen
protein B kapsid yapisina katilir (31).

Major kapsid proteini (MCP), ayn1 zamanda enfekte hiicre proteini 4 (ICP4)
olarak da bilinir, CMV kapsid yapisinin protein igeriginin yaklasik %90’ 11 olusturur
(32). CMV ve diger herpesviriislerin MCP niikleotit sekans benzerlikleri Epstein-Barr
virtisii (EBV) ile %29, Varisella zoster viriis (VZV) ile %23, Human Herpesviriis 6
(HHV-6) ile %43 olarak saptanmistir (33). Dogal enfeksiyon siirecinde MCP’ine kars1

spesifik antikorlar liretilmesine karsin, MCP giiglii bir immiinojen degildir (34).

Minor kapsid proteini (mCP), pUL46 olarak da bilinir, kapsid protein yapisina
cok az katilir. Bununla birlikte mCP, esas olarak CMV DNA’smin kapsid igerisinde
tutunmasi igin gereklidir (35). Minor kapsid proteinine karst gelisen in vivo immiin

yanit ve spesifik antikor tiretimi i¢in yeterli bilgi yoktur (30).

CMV tegiiment yapist kapsid ile virlis zarfi arasinda kalan bolgeye
denilmektedir. Insan CMV tegiiment bolgesinde en az yedi tane yapisal protein

bulunmaktadir (30). Bu proteinlerin islevleri tam olarak anlagilamamistir. Diger



herpesviriislerle  birlikte  diislintildiginde, bu  proteinlerin ~ viral  genin
diizenlenmesinde, konak hiicre metabolizmasinin modifikasyonunda ve viriisiin zarfli
hale gelmesi siirecinde rol aldiklar1 diistiniilmektedir (36). CMV tegiiment
proteinlerinin monoklonal ya da poliklonal antikor iiretimini indiiklemedikleri
diistiniilmektedir. Az da olsa tiretilen bu antikorlarin da viral nétralizasyon 6zellikleri

bulunmamaktadir (36).

Matriks proteinlerinden en bilineni, 65 kilo dalton agirliginda olan ve UL83
gen bolgesinden kodlanan pp65 proteinidir. Yapisinin fosforillenmesinden ve 65 Kilo
dalton 6zgiil agirligindan dolay1 pp65 olarak adlandirilmistir. Ayn1 zamanda *lower
matriks proteini’ olarak da adlandirilmaktadir (32). Dogal enfeksiyon sirasinda pp65
proteinini kodlayan mRNA, enfeksiyonun hem erken doneminde hem de geg

doénemine tiretilmektedir (37).

CMV pp65 antijeni, diger tegiiment proteinlerinin aksine, immiin yaniti en gok
uyaran yapisal proteinlerden biridir. CMV viremisi sirasinda polimorfoniikleer
lokositlerin (PMNL) i¢erisinde bulunur ve tan1 agamasinda antijenemi temelli testlerde
hedef antijen olarak kullanilir (38). Bu protein ayni zamanda sitotoksik T lenfositler

(CTL) i¢in de hedeflenen viral antijenlerden biridir (39).

Insan CMV zarf yapist ¢ift sira lipit ve bu lipit yapinin igerisinde bulunan
glikoproteinlerden olugsmus kompleks bir yapidir. CMV genomunda zarf
glikoproteinlerini kodlayan en az 55 tane agik okuma ¢ergevesi bulunur. Bu genlerin
transkripsiyonundan sonra translasyon ve translasyon sonrasi modifikasyon ile zarf
glikoproteinleri sentezlenmis olur. Bilinen yedi tane zarf glikoproteini vardir.
Glikoprotein B (gB) ve glikoprotein H (gH) en bilinen zarf glikoproteinleridir ve
sirayla UL55 ve UL75 gen bolgelerinden kodlanmaktadir (2). Diger herpesviriislerde
oldugu gibi CMV zarf glikoproteinlerinin de konak hiicre reseptoriine tutunma, hiicre
plazma membranina flizyon, sitoplazmaya gecis, yeni olusan virionlarin toplanmasi ve

sonugta bu virionlarin enfekte hiicreden ¢ikisinda gorev aldig bilinmektedir (40).

Glikoprotein B (gB) kompleksi virlis notralize eden antikorlar i¢in major

hedeflerden biridir (41). Bu 6zelliginden dolay1 insan CMV alt iinite asilarinda hedef



antijen olarak kullanilmaktadir. Ayrica viriisiin hiicreden hiicreye gegisini ve enfekte

hiicrelerin fiizyonunu saglar (42).

Glikoprotein H (gH), CMV ve HSV-1 icin yapisal homoloji gdsterir. insan
CMV gH, gpUL75 gen bolgesinden kodlanir, viriisiin konak hiicreye tutunmasinda
yardimci reseptor iglevi goriir ve konak hiicrede CMV replikasyonu i¢in gereklidir.
Yapilan in vitro deneylerde, bu glikoproteine karsi gelisen antikorlar, viriisiin

hiicreden bir diger hiicreye geg¢isini engellemektedir (43).
2.1.3 CMV Replikasyon Dongiisii

Insan CMV replikasyonu diger herpesviriisler ile benzerlik gosterir. ilk olarak
virlisin gB ve gH zarf glikoproteinlerinin konak hiicre yilizeyinde bulunan platelet
kaynakli bliyime faktorii (PDGF) reseptorii, epidermal biiylime faktorii reseptort,
integrinler ve fibronektine tutunmasi ile enfeksiyon siireci baslar. Bu asamadan sonra
viral zarf ile konak hiicre membrani arasinda fiizyon ger¢eklesir ve viriis niikleokapsid
yapisi hiicre sitoplazmasina aktarilmis olur. Daha sonra niikleokapsid, hiicre iskelet
elemanlar araciliyla hiicre ¢ekirdegine ulasir. Sonug olarak viriis DNA’s1 konak hiicre
¢ekirdegine ulagmis olur (5). CMV DNA’sinin konak hiicre ¢ekirdegine ulasmasindan
sonra replikasyon dongiisii birbirini izleyen ii¢ evre seklinde gergeklesir. Bu dongiiler

asagida sirayla aciklanmistir.
En Erken (IE) Replikasyon Fazi

Bu dongii viriisiin hiicreye girisinden itibaren dort saat igerisinde meydana
gelir. Alfa genleri de denilen en erken gen bolgelerinin transkripsiyonu gergeklesir.
Alfa genlerinin kodlanmasi konak hiicrenin 6zelliklerine baglidir. Konak hiicre CMV
replikasyonuna izin verirse, en erken genlerin kodlanmasi ile major en erken proteinin
sentezi gerceklesir. Bu protein viriis replikasyonunun devam etmesinde ana rol
oynamaktadir. CMV replikasyonuna izin vermeyen konak hiicrelerde major en erken
proteinin aktivitesi baskilanarak CMV replikasyonu durdurulmaktadir. Eger viral
replikasyon baskilanmaz ise, bu fazin sonlarina dogru konak hiicre ¢ekirdeginde viral
DNA polimeraz, viral protein kinaz gibi yapisal olmayan proteinler saptanabilir (44,
45)



Erken (E) Replikasyon Fazi

Bu fazda, en erken replikasyon asamasinda sentezlenen transkripsiyon
faktorlerinin etkisiyle, Beta genleri de denilen erken viral genlerin kodlanmasi
gerceklesir. Bu asamada, viral DNA polimeraz ve helikaz-primaz gibi enzimler de
dahil olmak {iizere virlis replikasyonu igin zorunlu olan proteinlerin sentezi

tamamlanmis olur (44).
Geg (L) Replikasyon Fazi

Replikasyon dongiisiiniin ge¢ fazi, enfeksiyon baslangicindan yaklasik 24 saat
sonra meydana gelir. Bu asamada ‘L (gama)’ genlerinin transkripsiyonu gergeklesir.
Gama genlerinin Urlinleri yapisal ve viral olgunlagsmaya yardimci proteinlerden
olusmaktadir (44). Yapisal proteinlerin toparlanmasi ve viriis paketlenmesi konak
hiicre gekirdeginde olur. Bu niikleokapsid yapisi zarfini da hiicre ¢ekirdeginden alarak
sitoplazmaya ¢ikar. Endoplazmik retikulum-Golgi cisimcigi kompleksinden gelen
CMV zarf glikoproteinlerinin virion yapisina eklenmesiyle birlikte viriis olgunlagmasi
tamamlanmis olur. Konak hiicre parcalanmasi olana kadar tiim bu replikasyon
asamalar1 birkag giin devam eder. CMV virlis replikasyon dongiisii asagida

gosterilmistir (Sekil 2.3) (44).
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Enfeksiy 6z partikiil
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Sekil Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi.2.3. CMV replikasyon
dongiisii. A) Viriisiin konak hiicreye girisi B) Niikleokapsid yapisinin
cekirdege ulagsmasi C) Viriisiin toparlanmasi1 D) Olgun virionun konak
hiicreden ¢ikis1 ((46) numarali kaynaktan Tiirk¢eye uyarlanmistir).

2.1.4 Epidemiyoloji ve Bulas

CMV’nin bilinen tek enfeksiyon kaynagi insandir. Tiim diinyada ve tiim yas
gruplarinda yaygin olarak goriilmektedir. Seropozitiflik oranlar1 gelismis iilkelerde
%40-60 arasinda iken, gelismekte olan iilkelerde bu oran %90-100 arasindadir (3).
Seroprevalans c¢alismalarinda CMV enfeksiyonlarinin erken g¢ocukluk dénemi ve
cinsel aktivitenin baglamasiyla birlikte ge¢ ergenlik doneminde en ytiksek seviyelerine

ulastig1 goriilmektedir (5).

Ulkemizde CMV seroprevalans1 gebeler basta olmak iizere ¢esitli hasta
gruplarinda arastirilmis ve %85-100 arasinda seropozitiflik bildirilmistir. Ataman ve
arkadaglar1 >7 yasinda olmanin, istatistiksel olarak CMV seropozitifligi ile anlaml

iligki gosterdigini bildirmislerdir (47).
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CMV; tiikiiriik, semen, idrar, gozyasi, diski, servikal ve vajinal sekresyonlar,
anne siitli, kan gibi pek ¢ok viicut sivisinda bulundugu igin; cinsel iligki, kan
transflizyonu, solid organ veya kemik iligi transplantasyonu, emzirme ve viriisii sagan
kisilerle yakin temas gibi ¢ok cesitli yollarla horizontal bulas olabilmektedir. Kan
transfiizyonlart yolu ile CMV bulas riski, transfiizyon sikligina ve miktarina gore
degismekle birlikte, {inite basina %3 civarinda oldugu distiniilmektedir. Kan
transfiizyonlar1 ile virlis bulagsmasinda, enfekte 10kositlerin sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Enfeksiyon gebelik doneminde gegirildiginde ise vertikal yolla
bulas da s6z konusudur ve fetus plasenta araciligtyla enfekte olur (3). Gebe kadinin
CMV ile enfekte olma zamani doguma ne kadar yakin ise bebegin CMYV ile enfekte

olma orani da o Ol¢iide artis gostermektedir (48).

Viriis bulastiktan sonra inkiibasyon siiresi 4-12 haftadir. Aktif enfeksiyon
sonrasinda virlis haftalarca idrar ve tiikiirik ile sagcilmaya devam eder. Primer
enfeksiyonun ardindan CMV viicutta hayat boyu latent olarak kalir ve reaktive olarak
viral sagilima yol agabilir. Reenfeksiyon da s6z konusudur. Bulasma yollarinin
yayginlig1 nedeniyle; CMV seropozitiflik oranlar1 tiim toplumlarda yasla birlikte
artmaktadir (3).

Ozel hasta gruplarindan solid organ transplantasyonu yapilan hastalara nakil
edilen organin alici tarafindan reddedilmesini Onlemek amaciyla immiin sistemi
baskilayici tedavi uygulanmaktadir. Immiin baskilanmanin sonrasinda enfeksiyonlara
sebep olan firsatg1 patojenler igerisinde en sik etkenlerden birisi CMV’dir. Organ
transplantasyonu sonrasinda primer CMV enfeksiyonuna bagli CMV hastalig1 gelisme
riski %40-60 arasindadir. CMV hastalig1 gelismesi agisindan en riskli durum alicinin
seronegatif, vericinin seropozitif olmasidir. Seronegatif alicilarda nakledilen
organdaki latent viriisiin reaktivasyonu ile primer enfeksiyon gelisirken, seropozitif
alicilarda endojen latent virlisiin reaktivasyonu ya da nakledilen organdaki viriisiin

reaktivasyonu sonucunda sekonder enfeksiyonlar gelismektedir (3).

CMYV, hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) yapilan hastalarda da 6nemli
firsatgr enfeksiyon etkenlerinden biridir. Uygun proflaksi ve Onleyici tedavi
yapilmadiginda allojenik transplant alicilarinin %50°sinde aktif enfeksiyon gelisir. Bu

hastalarin da yaklasik %25’inde CMV hastalig1 gelisir (3). Enfeksiyon ve hastaligin
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gelismesini belirleyen baslica faktdrler alict ve verici arasindaki doku antijeni uyum
orani, seropozitiflik durumu ile immiin siipresyonun siddeti ve siiresidir (4). Kok hiicre
nakil tipleri arasinda CMV enfeksiyonu ve hastaligi1 gelisme riski en diisiik olan otolog

nakillerdir (3).

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonuna bagl gelisen immiin
yetmezlik durumu da CMV enfeksiyonlarina zemin olusturmaktadir. HIV ile enfekte
homoseksiiel erkeklerin %90 oraninda CMV ile es zamanli enfekte oldugu
gosterilmistir. CD4+ T lenfosit sayisinin 100 hiicre/mm? altina diismesi CMV hastaligi
gelismesi acisindan 6nemli risk olusturmaktadir (3). Yiiksek Aktiviteli Antiretroviral
Tedavi (HAART) kullanimindan 6nce AIDS hastalarinda, CMV enfeksiyonlart %30-
%42 araligindayken, bu oran HAART tedavisiyle birlikte azalmistir (22)

Konjenital CMV enfeksiyonlarinin goriilme orani tiim canli dogumlarda %0.2
ile %2.2 arasinda degismekle birlikte bu oranin gelismemis lilkelerde daha yiiksek
oldugu diistiniilmektedir (5). Gebede primer enfeksiyon varliginda bulas oran1 %40-
50 iken, sekonder enfeksiyonlarda bu oran %1 dolaylarindadir (3).Amerika Birlesik
Devletleri’'nde yilda yaklagik 44.000 bebegin konjenital CMV enfeksiyonu ile
dogdugu diistiniilmektedir. Bu bebeklerin dogumda %10 oraninda semptomatik

oldugu bilinmektedir (49).
2.1.5 Patogenez ve Immiinite

CMV patogenezi ve viriise karsi gelisen immiin cevap konagm immiin
durumuna gore farklilik géstermektedir. immiin sistemi normal konakta 4-8 haftalik
inkiibasyon doneminden sonra atipik lenfositlerin goriilmedigi enfeksiyoz
mononiikleoz tablosu ortaya ¢ikabilir. Bununla birlikte immiin yetmezligi olmayan

hastalarda CMV enfeksiyonlari en sik asemptomatik gegirilir.

Primer enfeksiyondan sonra viriis sagilimi uzunca siire devam eder. Bu siirecte
viral proteinlerin etkisiyle konagin hiicresel immiinitesi baskilanir. Baskilanan bu
immiinitenin viriisiin latent olarak hiicrelerde bulunmasina zemin olusturdugu
diistiniilmektedir (5). HSV ve VZV gibi diger herpesviriisler belli dokularda latent
kalirken, CMV viicutta cok degisik bolgelerde latent olarak kalabilir (5). Latent kalma
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mekanizmasi tam anlasilamamakla beraber, viriis esas olarak CD34+ hiicreler, CD14+
monosit ve makrofajlar ile dendritik hiicrelerde latent kalmaktadir. CMV’nin bu
hiicrelerin disinda nétrofil, lenfosit gibi immiin sistem hiicrelerinde ve salgi1 bezlerinin
epitel hiicreleri ile bobrek tiibiil hiicrelerinde latent kaldigi bilinmektedir (3, 45).
Normal konakta gelisen immiin yanit viriisiin yeniden aktif hale gelmesini baskilar.
Hiicresel immiinite en 6nemli savunma mekanizmasi iken, humoral immiinite virisiin
nétralizasyonunda ve gecirilmis enfeksiyonun tanisinda faydalidir (3). Immiin sistemi
normal konagin CMV enfeksiyonuna verdigi dogal ve kazanilmis yanit sekil 2.4°te

goriilmektedir (45).

2 Latent enfeksiyon: kemik
> @  iliginde bulunan CD34+

@ hiicreler, monosit ve makrofajlar
CD4+ T lenfositler viriise karst
gelisen immiin yanit1 koordine eder: t e -~ Proinflamatuvar
antikor ve sitokin Giretimi, CD8+ T - 51toklpler ve antiviral
hiicre ve makrofaj aktivasy onu . o wmg ~ proteinler
NK hiicreleri enfekte
. . hiicreleri pargalar ve
interferon tiretir
CD8+ T lenfositler CMV S v
enfekte hiicreleri oldiiriir g a ;# -
v ~ .
-

Y T
4

B hiicreleri tarafindan
iretilen antikorlar viriis
notralizasy onunu saglar

Dendritik hiicreler viriisiin
baslangicta taninmast igin
gereklidir

> 3
. ‘ ’ ' . Epitel hiicreleri
¥ owv

Sekil 2.4. Immiin sistemi normal olan konakta CMV’ye kars1 dogal ve kazanilmis
bagisiklik yanit ((45) numarali kaynaktan Tiirk¢eye uyarlanmistir).

Immiin yetmezligi olan konakta ise primer CMV enfeksiyonlar1, normal konaga
gore ¢cok daha agir seyreder. Yaygin enfeksiyon ile birlikte komplikasyonlar daha ¢ok
goriiliir ve virlisiin sagilimi daha uzun siirer (4). Bu hasta grubunda sekonder
enfeksiyonlarda en 6nemli asama latent viriisiin immiin baskilamayla birlikte reaktive

olmasidir. Immiinopatogenez agisindan reaktivasyonu belirleyen faktdrlerin basinda
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immiin siipresyon i¢in kullanilan medikal tedavi ve siiresi gelmektedir. Diger viriis
enfeksiyonlarinda oldugu gibi, CMV enfeksiyonlariin kontrol altina alinmasinda da
T lenfositlerin aktivitesi esastir. Ozellikle nakil alicilarinda immiin siipresyon i¢in
kullanilan Mikofenolat mofetil, segici olarak T ve B lenfositlerin {iretimini
baskilayarak CMV hastaliginin goriilme riskini artirmaktadir. Siklosporin, taklorimus
ve anti-timosit antikorlar da seropozitif hastalarda CMV reaktivasyonu insidansini

artirmaktadir (45).

CMV, lenfosit ve monositlerde metabolik yolaklar1 etkileyerek bu hiicrelerin
sitokin tiretimini ve tretilen sitokinlere yanitini bozmaktadir. CMV, bellek T hiicre
yanitin1 baskilamakta ve CD4+/CD8+ T lenfosit oranini tersine ¢gevirmektedir. Ayni
zamanda, in vivo kosullarda immiin baskilayici1 6zelligi bulunan interl6kin-10 (IL-10)
homologu tiretmektedir. Halihazirda immiin sistemi baskilanmis konakta, CMV nin
bu etkileriyle birlikte Pneumocystis carinii, Aspergillus fumigatus ve Candida

albicans gibi firsat¢1 patojenlere bagli enfeksiyon riski daha da artmaktadir (3, 5).

2.2.  Sitomegaloviriis Hastaliklar: ve Klinik Bulgular

CMV’nin insanlarda olusturdugu klinik tablolar; CMV enfeksiyonu, CMV
sendromu ve CMV hastaligi seklinde goriilmektedir. Bu kavramlarin anlagilmasi igin

literatiirde bazi tanimlamalar yapilmistir (50).

CMV enfeksiyonu; CMV’ye 6zgilin semptom veya bulgular olmaksizin CMV
replikasyonunun kanitinin olmasi seklinde tanimlanmistir. Plazma, serum, tam kan,
periferik kan lokositleri, beyin omurilik sivist (BOS), bronkoalveolar lavaj (BAL)
stvist Ve idrar gibi herhangi bir viicut sivisinda veya doku drneginde viriis izolasyonu,
viriise ait antijenlerin veya niikleik asidin tespiti bu replikasyonu gostermek igin
kullanilabilir (50).

Primer CMV enfeksiyonu; daha 6nce CMV ile karsilasmamis bir kiside CMV
IgM ve CMV IgG serokonversiyonunun gosterilmesi seklinde tanimlanmaktadir.
Nakil alicilart veya AIDS hastalar1 gibi immiin yetmezlikli hasta gruplarinda antikor
yanitinda sorun olabilecegi igin CMV replikasyonunun viicut sivilarindan birinde veya

dokuda saptanmasi ile de primer enfeksiyon tanisi konabilmektedir (50).
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Sekonder CMV enfeksiyonu; tekrarlayan CMV enfeksiyonu olarak da
adlandirilir. Daha 6nce CMYV ile karsilastigina dair kanit olan kiside, yeniden CMV
enfeksiyonunun saptanmasidir. Bu iki tani siiresi arasinda viriisiin saptanmadig1 en az
dort haftalik bir zaman dilimi olmalidir. Rekiirren enfeksiyon, latent enfeksiyonun
reaktivasyonu veya reenfeksiyon sonucu olabilir. Konakta latent halde bulunan
viriisiin (endojen CMV susu) tekrardan enfeksiyon etkeni olmasina reaktivasyon
denirken, hastanin bagka bir CMV susuyla (eksojen CMV susu) enfekte olmasina
reenfeksiyon denir (50).

CMV sendromu; sadece solid organ nakli yapilan hastalar i¢in kullanilan bir
tanimdir. Cilinkii diger hasta gruplarinda CMV’ye 06zgiin semptomlar bagka
etyolojilerden ayirt edilemez (50). CMV sendromu tanisi i¢in gerekli sartlar Tablo

2.1’de verilmistir.

CMYV hedef organ hastaligi; CMV hastalig1 olan organla uyumlu semptomlar
ve tutulumu olan dokuda viriisiin gosterilmesidir. Pnomoni, gastrointestinal tutulum
(kolit vb.), hepatit, ensefalit, ventrikiilit, nefrit, sistit, miyokardit ve pankreatit gibi
Klinik tablolar goriilmektedir. Hedef organ hastaliklari ‘kanitlanmig CMV hastalig1’ ve
‘olas1t CMV hastalig1’ seklinde ikiye ayrilmaktadir.

Kanitlanmis CMV hedef organ hastaligi, uygun klinik semptomlarin ve/veya
belirtilerin yaninda ilgili organ dokusundan CMV'nin histopatoloji, viriis izolasyonu,
hizli kiiltiir, immiinohistokimya veya DNA hibridizasyonu ile viriisiin doku diizeyinde
varliginin gosterilmesi esasina dayanmaktadir (50).

Olast CMV hedef organ hastalig1 ise ilgili organa ait dokularda polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) gibi kantitatif NAAT ile tespit edilen yiiksek viriis DNA
seviyelerinin, 6zellikle es zamanl alinan kanda CMV DNA saptanmamasi ile birlikte,
muhtemel CMV hastaligin1 temsil ettigi kabul edilmektedir. Ancak viral yiik sinir
degerleri heniiz tanirmlanmamistir. Dokudan elde edilen viriis yiikiiniin olas1 hastalik
tanimindan kanitlanmig hastalik tanimina gelebilmesi i¢in sinir deger c¢alismalari
giincel arastirmalarin 6nemli konularindan biridir (50).

Saglikli erigkinlerde primer enfeksiyon sonrast CMV hastaliginin goriilme
olasiligi oldukga disiiktiir. Enfeksiyon genellikle asemptomatiktir. Nadiren iKi

haftadan uzun siiren ates, kas agrilari, servikal lenfadenopatilerle giden mononiikleozis
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sendromuna yol acabilir. Bu klinik bulgular ile primer EBV enfeksiyonlarinin etken
oldugu mononiikleoz tablosundan ayirt edilemez (51). Mononiikleozis sendromu
goriilen olgularin %8‘inden CMV sorumludur. Olgularin ¢ok az bir kisminda artrit,
hepatit, aseptik menenjit ve miyokardit goriilebilir (3). Hastalarin %5’inde GM2
gangliosidlere kars1 gelisen otoantikorlar sebebiyle Guillain-Barre Sendromu
goriilmektedir (52). Immiin yetmezligi olmayan konakta hastalik kisa siirede
kendiliginden iyilesir. Ancak yine de idrar, kan, semen, tiikiiriik ve siit gibi viicut
stvilarindan virlis sacilimi uzun siire devam eder. CMV enfeksiyonu asemptomatik
olsa da CMV bulastirabilir (5).

Konjenital CMV (cCMV) enfeksiyonu gelismis iilkelerde en sik goriilen
konjenital enfeksiyondur. Konjenital enfeksiyonda en onemli risk annenin primer
CMV enfeksiyonu gecirmesidir. Enfeksiyonun ilk trimester icerisinde gegirilmesi de
ayrica riski artirmaktadir. Ciinkii gebede bulunan antikorlar viriisiin plasenta yoluyla
fetlise gegisini engellemektedir. Ancak var olan bu antikorlar, intrauterin enfeksiyon
gelismigse fetiisiin semptomlarini azaltici etki gostermez (53).

Konjenital CMV enfeksiyonunun klinik bulgular1 asemptomatik olgulardan
agir klinik belirtiler gosteren vakalara kadar genis bir dagilim gostermektedir.
Asemptomatik cCMV enfeksiyonu, konjenital CMV hastaligin1 diistindiiren higbir
anormallik olmamasi ve isitmenin de normal olmas1 seklinde tanimlanmaktadir. Hafif
semptomatik vakalarda hepatomegali, trombositopeni, karaciger fonksiyon testleri
(KCFT) yiiksekligi goriilebilir. Tiim bunlarla birlikte cCMV enfeksiyonu ile dogan
bebeklerin %5-10"unda mikrosefali, ensefalit, tist motor néron bozukluklari, mental
reterdasyon ve sensorinoral isitme kaybi (SNIK) gibi geri doniisiimsiiz agir klinik
tablolar goriilmektedir (54). Sensorinoral isitme kaybi1 CMV’nin en sik goriilen
sekelidir ve %10 cCMV vakasinda tek bulgu olabilmektedir. Sonug olarak tim cCMV
hastalarinda mortalite oran1 %4-8 arasindadir. Agir hastalikta mortalite oran1 %30’a
yiikselir. Uzun donem sekeller ise isitme kaybi, zeka geriligi, gérme kaybi ve
ndbetlerdir (55).

Solid organ alicilarinda ve kok hiicre nakli yapilan hastalarda kullanilan
organlara 6zgiin CMV hastaligi tanimlar1 Tablo 2.1°de 6zetlenmistir. Bu tablo genel

itibariyle diger immiin yetmezlikli hasta gruplarinda da kullanilmaktadir (50, 56).



Tablo 2.1. Transplant alicilarinda CMV hastalik tanimlari
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Kanitlanmis CMV Hastahigi

Olas1 CMV Hastahg

CMV sendromu

Tanimlanmamis

Kandaki CMV'nin viriis izolasyonu,
hizli  kiiltiir, antijenemi veya
kantitatif NAAT ile tespiti ve
asagidaki 6 bulgudan 2 veya daha
fazlasinin varlig

— En az 2 giin boyunca > 38°C
lizerinde ates

— Yeni ortaya c¢ikan veya artmis
halsizlik veya yorgunluk

— Lokopeni veya ndtropeni

— % 5 atipik lenfosit

— Trombositopeni

— Aminotransferazlarda 2 kez
normal seviye st artis (Sadece
karaciger dis1 nakil alicilarinda
uygulanabilir)

CMV
pnomonisi

Pnoémoni semptom ve bulgular
(goriintiilemede yeni tutulum alanlari,
hipoksi, takipne) ile birlikte akciger
dokusunda CMV'nin histopatoloji,
viris  izolasyonu, hizli  kiiltiir,
immiinohistokimya veya DNA
hibridizasyon teknikleri ile tespiti

Pnémoni semptom ve bulgular
(goriintiilemede  yeni  tutulum
alanlari, hipoksi, takipne ve/veya
nefes darligi) ile birlikte BAL
stvisinda CMV'nin virlis izolasyonu
ve hizli kiiltiir ile tespiti veya CMV
DNA’nin kantitatif NAAT ile
tespiti.

Gastrointestinal
CMYV hastahg

Alt ve/veya 1ist gastrointestinal
semptomlarin varligi ve makroskobik
mukozal lezyonlarin varligi ile birlikte
CMV'in dokuda histopatoloji, viriis
izolasyonu, hizli kiiltir,
immiinohistokimya veya DNA
hibridizasyonu ile varliginin
gosterilmesi.  HKHN  alicilarinda
‘graft-versus-host hastaligi’ (GVHD)
varlig1 ya da yoklugu belirtilmelidir.

Alt ve/veya
semptomlarin

iist gastrointestinal
varligi durumunda,
makroskobik mukozal lezyonlar
olmaksizin, CMV'nin  dokuda
varligimin gosterilmesi. CMV’nin
kanda NAAT veya antijenemi ile
tespiti tek basina CMV
gastrointestinal hastaliginin teshisi
icin yeterli degildir. HKHN
alicilarinda ‘graft-versus-host
hastaligi” (GVHD) varlig1 ya da
yoklugu belirtilmelidir.

CMV retiniti

CMV retiniti tanisinda deneyimli bir
oftalmolog tarafindan karakteristik
oftalmolojik  bulgularin  goriilmesi
kesin retinit tanisi i¢in yeterlidir. Atipik
retinit bulgularinin varhiginda veya
deneyimli oftalmolog olmadig1
durumlarda, tami CMV’nin vitreus

Tanimlanmamis
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stvisinda NAAT ile belgelenmesi ile
desteklenmelidir.

Anormal karaciger fonksiyon testlerine | Tanimlanmamis
CMV hepatiti | ek olarak CMV'min  karaciger
dokusunda histopatoloji, viriis
izolasyonu, hizli kiiltir,
immiinohistokimya veya DNA
hibridizasyon teknikleri ile doku
diizeyinde tespiti ve diger hepatit
nedenlerinin dislanmasi gereklidir.
Santral sinir sistemi (SSS) | SSS semptomlarina ilaveten

CMV ensefaliti
ve ventrikiiliti

semptomlarina ilaveten CMV’nin SSS
doku biyopsisinde histopatoloji, viriis
izolasyonu, hizli kiiltir,
immiinohistokimya, DNA
hibridizasyonu veya tercihen kantitatif
NAAT ile tespit edilmelidir.

CMV’nin BOS’ta  gosterilmesi
(goriiniir kan bulas1 olmadan) ve
anormal  goriintlileme  bulgular
olmasi gereklidir.

CMV nefriti

Bobrek nakli yapilan hastada, bobrek
fonksiyon  bozukluguyla  birlikte,
yapilan ~ biyopsi  Orneklemesinde
histopatoloji, viriis izolasyonu, hizli
kiiltiir, immiinohistokimya, = DNA
hibridizasyonu ile doku diizeyinde
virliisin ~ gosterilmesi  ile  tani
konulmaktadir.

Tanimlanmamis

CMV
miyokarditi

Klinik olarak miyokardit bulgular olan
hastadan  yapilan  kalp  biyopsi
orneklemesinde histopatoloji, viriis
izolasyonu, hizli kiiltiir,
immiinohistokimya, DNA
hibridizasyonu ile doku diizeyinde
viriisin ~ gosterilmesi  ile  tani
konulmaktadir.

Tanimlanmamis

CMV, HIV enfeksiyonu sonucu gelisen AIDS tablosunda 6nemli firsatgi

patojenlerden biridir ve bu hasta grubunda en sik sebep oldugu enfeksiyon retinittir.

HAART tedavisi kullanilmadan 6nce HIV ile yasayan bireylerde %25 oraninda retinit

goriilmekteydi (54). CMV retiniti ileri evre HIV ile yasayan bireylerde yavas ve

ilerleyici bir hastaliktir. Kesin tanisi i¢in biyopsi gerekmemektedir. Karakteristik goz

dibi muayene bulgulari ile tan1 konulmaktadir (57).
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HIV enfekte kisilerde ikinci en sik goriilen klinik tablo gastrointestinal
hastaliktir. Hastalar en ¢ok yutma giigliigii ve agrili yutma sikayetleri ile hastaneye
bagvurmaktadirlar (58). Kolonoskopik incelemede goriiniir kolit olmamasindan, derin
tilserlere kadar degisebilen aralikta bulgular olabilmektedir (59). CMV pnomonisi
daha nadir goriilmektedir. Bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda CMV’nin

saptanmasi, her zaman etken oldugunu gostermemektedir (54).

2.3. Sitomegaloviriisiin Laboratuvar TamisiCMV enfeksiyonlarinin
tanisinda kullanilan mikrobiyolojik testlerin hasta gruplaria 6zel
avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir. Segilecek tani testi hastanin
klinik 6zelliklerine gore belirlenmektedir. Glinlimiizde CMV
enfeksiyonlarinin tanisinda histopatolojik yontemler, pp65 antijenemi
testi, serolojik testler, molekiiler testler ve viral kiiltlir yontemleri

kullanilmaktadir (3). Bu yontemler asagida ele alinmustir.
2.3.1. Hiicre Kiiltiirii

CMYV enfeksiyon ve hastaliklarinin tanisinda, zaman alici, zahmetli ve pahali
olmakla birlikte hiicre kiiltiirii ‘altin standart’ yontemdir (3). Klinik 6rnek olarak kan
kullanilmast duyarliligin az olmasindan dolayr tercih edilmemektedir. CMV
enfeksiyonlarindan sonra idrar ve oral sekresyonlarda virlis sagiliminin aylarca
stirmesi de tan1 asamasinda hiicre kiiltiirli sistemlerinin 6zgiilliiglinii azaltmaktadir
(25). CMV’nin hiicre kiiltiirlerinde replikasyonu sonucu sitopatik etkinin ortaya
cikmast da tig-dort hafta siirmektedir. Ayrica bekleyen 6rneklerde viriisler enfektif
ozelliklerini hizla kaybetmektedirler. Hiicre kiiltiirlerinin avantajli kism1 ise fenotipik
antiviral ilag duyarlilik testleri i¢in uygun olmasidir. Tiim bu 6zelliklerinden dolay1
hiicre kiiltiir sistemleri CMV enfeksiyonlariin tanisinda rutin laboratuvar pratiginde

yeri olmayip referans laboratuvarlarda aragtirma amaciyla kullanilmaktadir (3).

Konvansiyonel hiicre kiiltiiriiniin dezavantajlar1 viral kiiltiiriin hizli formu olan
Shell-vial yontemi ile agilmaktadir. Bu yontem sayesinde en erken veya erken viriis
proteinlerine kars1t monoklonal antikorlar ile viral antijenler saptanmakta ve 24-48 saat
icinde sonug verilmektedir. Duyarlilig1 ¢ok yiiksek olmasa da 6zgilliigiiniin yiiksek

olmast ve en gec 48 saat i¢inde sonug verilebilmesi nedeni ile hizli hiicre kiiltiirti
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yontemi tercih edilen bir yontemdir (3). Bu yontem, konvansiyonel hiicre kiiltiiriinden
daha avantajli olsa da kPZR yontemlerinin {istiinligiinden dolay1 rutin tani

laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmamaktadir (25).
2.3.2. Histopatolojik Inceleme

Biyopsi orneklerinin Wright-Giemsa, Papanicolaou veya hematoksilen-eozin
gibi boyalar kullanilarak histolojik olarak incelenmesi esasmma dayanan CMV
hastaliginin tanisinda kullanilan tani testidir. Biyopsi ve otopsi materyallerinin elde
edilen kesitlerde bazofilik intraniikleer inkliizyonlar1 olan karakteristik sitomegalik
hiicreler goriilebilir. Niikleer inkliizyon; sinirt belirgin kromatin igerdigi ve etrafindaki
alan niikleer membrana kadar uzandigr icin ‘baykus gozii’ goriiniimiine sahiptir.
Karakteristik sitolojik degisikliklerin olmas1 CMV enfeksiyonunu akla getirmektedir.
Bu durumda c¢esitli testlerle dogrulama yapilmasi onerilmektedir. Histopatolojik
incelemenin duyarliligi, CMV antijenlerini saptamak i¢in immiinohistokimyasal
boyama kullanilarak ya da CMV niikleik asitlerinin saptanmasi igin in situ

hibridizasyon yapilarak artirilabilmektedir (3, 60).
2.3.3. Antijenemi Testi (pp65 Testi)

PMNL’lerin igerisinde, CMV’nin alt matriks proteini olan pp65’i saptamaya
yonelik hizli, yar1 kantitatif sonug veren ve pp65’e karsi floresanla isaretli monoklonal
antikorlar kullanarak yapilan bir testtir. Kantitatif NAAT nin klinik pratikte yaygin
olarak kullanima girmesinden énce CMV viremilerinin tanisinda en sik kullanilan test
olmustur. Yar1 kantitatif 6zelliginden dolayr onleyici tedavilerin baslanmasinda,

hastaliklarin tan1 asamasinda ve verilen tedavinin izlenmesinde kullanilmaktadir (61).

Testin yapimi, hastanin periferik kanindaki PMNL lerin santrifiij yardimi ile
tek tabaka halinde lam iizerinde yayilmasiyla baslar ve ardindan immiin boyama
yapilir. PMNL cekirdeklerinin elma yesili renginde floresanla boyanmasi pozitif
sonuctur. Sonuglar pozitif hiicre sayisinin incelenen toplam PMNL sayisina orant
seklinde verilmektedir. Bu yontem hiicre kiiltiirii ile kanda CMV saptanmasindan daha
duyarhdir. Pozitif sonug aktif CMV enfeksiyonu ile uyumlu olarak diigiiniilmekteyken,

diisiik antijenemi diizeyleri genellikle asemptomatik enfeksiyon ile iliskilidir (61).
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Antijenemi testinin olumlu yanlari, kullanim kolayligi getirmesi, pahali
ekipmanlara ihtiyag duyulmamasi ve hasta sayisi az olan kiigiik laboratuvarlar icin
uygun olmasidir. Deneyimli personel gerektirmesi, standardizasyonun eksikligi
sebebiyle subjektif sonuglarin ortaya ¢ikmasi ise testin olumsuz yanlaridir. Bu yontem
ile hasta ornekleri saklanip daha sonra galisilamaz. Kan alindiktan sonra, 6rnegin
stabilizasyon yetersizliginden dolayi, en ge¢ alti-sekiz saat iginde calisilmasi
gerekmektedir. Mutlak notrofil sayis1 1000 nétrofil/ul ve altinda olan hastalarda bu test
yetersiz kalmaktadir (60).

2.3.4. Molekiiler Testler

CMV enfeksiyonlarinin laboratuvar tanisinda kullanilan viriis hiicre kiiltiirt,
histopatolojik inceleme ve antijenemi gibi testlerin ¢esitli kullanim zorluklarinin
olmas1 bu testlerin kisithi kalmasina yol agmistir. Ayrica son yillarda molekiiler
tanidaki gelismelerle birlikte CMV enfeksiyonlarin tanisinda NAAT en ¢ok
kullanilan tanit yontemi haline gelmistir (3). Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
kullanilarak tam kan, plazma, serum, idrar, BAL s1vis1i, BOS, amniyon s1vis1 ve okiiler
stvilar gibi klinik 6rneklerde CMV DNA veya revers transkriptaz ile viriise ait mRNA
dizilerinin ¢ogaltilarak saptanmasi amaclanmaktadir. PZR yo6nteminin duyarliligi,
antijenemi testi ve hiicre kiiltiiriinden yiiksektir ve CMV enfeksiyonunu bu testlerden

daha erken donemde saptayabilmektedir (3).

Tanida kullanilan PZR yontemi kalitatif ve kantitatif olarak iki sekilde
uygulanmaktadir. Kalitatif PZR testlerinde viral yiik artig1 belirlenememekte ve ayrica
latent viriis ile aktif replikasyona devam eden viriis ayirt edilememektedir. Bununla
birlikte kalitatif PZR seronegatif transplant alicilarinin takibinde kullanilabilmektedir.
PZR yonteminin yiiksek duyarlilikta olmasi latent viriisiin de saptanmasina yol
acmaktadir. Kantitatif PZR (kPZR) ile bu latent viriis diizeylerinin takip edilebilmesi,
Onleyici tedaviye yol gosterici olmasi, uygulanan tedavinin yanitinin takip edilmesi ve
dolayli yoldan virolojik direnci gostermesi sayesinde giiniimiizde CMV
enfeksiyonlarin tanisinda ve tedavi takibinde vazgecilmez hale gelmistir. Pahali
ekipman ve sarf malzeme ihtiyaci, sonuglarin degerlendirilmesi i¢in alaninda uzman

hekim ihtiyaci ise kPZR tan1 yonteminin dezavantajlarindandir (60).
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CMYV enfeksiyonlarinin tanisinda, ticari olarak tiretilen ve yaygin kullanimda
olan ger¢ek zamanli kPZR platformlar1 bulunmaktadir. CMV tanisinda ve tedavisinde
bu platformlarda tam kan ve plazma 6rnekleri kullanilmaktadirlar (25). Tam kan ve
plazma Orneklerinde bulunan viriis yiikleri degiskenlik gostermektedir. Plazmada
bulunan viriis DNA’simnin stabilizasyon siiresinin daha kisa olmasi ve plazmada
bulunan viral DNA’nin pargali halde olmasi gibi sebepler bu farki olugsmaktadir. Bu
farkliligin 6niine gegmek i¢in laboratuvarlar hasta takibinde ya tam kan ya da plazma

orneklerini kullanmaktadirlar (25).

Klinik laboratuvarlarda farkli gergek zamanli kPZR platformlarinin bulunmasi
alinan sayisal sonuglarda anlamli farklar olmasina yol agmaktadir. Diinya Saglk
Orgiitii (DSO), viral kantitasyon degerleri arasindaki uyumu artirmak igin 2010 y1linda
uluslararasi kalibrasyon standartlarini yayinlamis ve ticari platformlar bu standartlara
gore kalibre edilmistir ve sonuglar [U/mL olarak raporlanmaktadir (62). Uluslararasi
kalibrasyondan sonra belirli bir asamaya gelinmis ancak heniiz beklenen
standardizasyon saglanamamistir. Bu nedenle aymi 6rnekten farkli kPZR kitleri ile
saptanan CMV DNA yiikleri farkli olabilmektedir (63). Bu farkliliklar CMV DNA
ekstraksiyon yonteminin farkli olmasi, hedeflenen gen bolgesi ve bu gen bdlgesinin
uzunlugunun farkli olmasi, kullanilan problarin 6zgiillik ve duyarliliklarinin farkh
olmasi, testlerin alt ve list saptama sinirlariin farkli olmasi ve kantitasyon araliklarinin
farkli olmasindan kaynaklanmaktadir (64). Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda,
0zellikle immiin sistemi baskilanmis hasta sayis1 fazla olan merkezlerde ayni klinik
numune tipi ve aym ticari platform iizerinden sonug takibi yapilmasi tavsiye

edilmektedir.

CMV enfeksiyonlarinin tanisinda ve tedavi takibinde kullanilan kPZR
testlerinin hazirlik, uygulama ve yorumlama asamalarinda da dikkat edilmesi gereken
noktalar bulunmaktadir (65). Ilk olarak kullanilacak test DSO tarafindan hazirlanan
CMV uluslararas: standardi ile kalibre edilmis olmali ve sonuglar IU/mL olarak
raporlanmalidir. Kullanilan ticari platform bagimsiz bir dis kalite kontrol programi
tarafindan test edilmelidir. Testlerde elde edilen kantitatif sonuclar testin valide
edildigi ornekler igin gecerlidir. Test validasyonunun yapilmadigi 6rneklerde elde

edilen kantitatif sonuglar ‘pozitif’ seklinde kalitatif olarak raporlanmalidir. Bu
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orneklerde elde edilen negatif sonuglar 6rnekte virlis varligint diglayamamaktadir.
Ornek toplama asamasinda dikkat edilmesi gereken nokta ise viral DNA kaybinin en
aza indirilmesidir. CMV DNA tam kan ve plazma iginde oda 1sisinda ii¢, 4°C’de en
fazla bes giin boyunca biitiinliigiinii korumaktadir. Plazmanin en kisa siirede ayrilmasi
viris DNA’sinin pargalanmasini  Onlemek agisindan 6nemlidir.  Sonuglarin
yorumlanmasi agsamasinda CMV replikasyon dinamiginin bilinmesi énemlidir. CMV
DNA miktarmin tedavi yokken iki katina ¢ikma siiresi seronegatif ve seropozitif
bireylerde siras1 ile ortalama 1.54 ve 2.67 giindiir. Bu siireler hastanin altta yatan
immiin yetmezlik sebebi ve siddetinden etkilenmektedir. Onleyici (preemptif) tedavi
izleminde kPZR pozitifliginin ardindan, hizli geligsebilecek virlis replikasyonunu
yakalamak amaciyla testin haftada iki defa uygulanmasi Onerilmektedir. Tedavi
baslandiktan sonra plazmada virlisiin yarilanma émrii tig-sekiz giin oldugu i¢in CMV
DNA takibi haftalik yapilmalidir. Viral yiik degisiminde, arada gegen zamana
bakilmaksizin, iki 6l¢im arasindaki farkin 0.5 logio’dan biiyiik olmasi biyolojik olarak

anlaml1 viral replikasyon gostergesidir (60).
2.3.5. Serolojik Testler

Hasta serumu ya da plazmasinda CMV spesifik IgM ve/veya IgG antikorlariin
saptanmast i¢in kullanilan testlerdir ve cogunlugu enzim immiin assay (EIA)
prensibine gore ¢alismaktadirlar. CMV enfeksiyonlarinin tanisinda CMV IgM ve
CMV IgG saptayan testlerin kullanimi immiin sistemi saglikli kisiler ve
transplantasyon alic1 ve vericilerinin transplantasyon oncesi serolojik durumlarinin
belirlenmesi ile sinirli kalmaktadir. Serolojik testlerin negatif olmast kisinin CMV

enfeksiyonuna duyarli oldugunun gostergesidir (5).

Konjenital CMV enfeksiyonu tanisinda CMV IgM antikorlarinin yenidogan
kaninda saptanmasi anlamlidir ancak negatif olmasi taniy1 dislamamaktadir. Gebeden
plasenta ile fetiise gegen CMV IgG nedeni ile bu antikorlarin konjenital CMV
enfeksiyon tamisinda yeri yoktur. Dogumdan sonraki ilk ii¢ hafta igerisinde
yenidoganin idrarinda virlisiin gosterilmesi konjenital CMV enfeksiyonu tanisinda
kabul edilen altin standart yontemdir. Tan1 agamasinda viriis kiiltiirii ya da kPZR

uygulanabilmektedir (25).
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Genel olarak immiin sistemi saglikli kisilerde primer CMV enfeksiyonlarini
gostermede CMV IgM antikorlarinin pozitifligi anlamli olsa da tan1 asamasinda tek
basina kullanilmamaktadir (3). Akut EBV enfeksiyonu, akut viral hepatitler ve
romatoid faktor pozitifligi gibi nedenlere bagl olarak kanda yalanct CMV IgM
saptanabilmektedir (66). CMV IgM tespitinde immiin yakalama prensibi ile ¢alisan ve
rekombinant antijenler iceren EIA Kkitleri ile duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar1 artmistir
(3). Primer enfeksiyon sirasinda CMV IgM pozitifligi ile birlikte iki-dort hafta ara ile
alinan serum orneklerinde CMV IgG titresinde en az 4 kat artis saptanmasi da primer
CMV  enfeksiyonunda taniya yardimct olmaktadir. Bu durum kiside
serokonversiyonun gelistigini gostermektedir. CMV IgM ile birlikte diisiik aviditeli

CMV IgG antikorlarinin varlig1 primer enfeksiyon tanisini desteklemektedir.

Hem HKHN hem de solid organ nakillerinde, nakil dncesi alicinin ve vericinin
CMV’ye kars1 serodurumlarinin belirlenmesi, nakil sonras1 uygulanacak olan proflaksi
veya Onleyici (preemptif) tedavi yaklasimlarma karar verilmesinde en 6nemli
faktorlerden biridir. Kisilerin taranmasi amaciyla CMV’ye 6zgiil 1gG antikorlarin
tespit eden bir serolojik testin kullanilmasi gerekmektedir (67). CMV IgM ve Total
CMV antikor testlerinin 6zgiilliikleri diisiik oldugundan nakil dncesi verici ve alicinin
taranmas1 amaciyla kullanilmamaktadir. Kullanilacak serolojik testin yiiksek diizeyde
duyarlilik ve hassasiyetinin olmasi onerilmektedir. Alic1 veya vericiden birinin anti
CMV Ig G negatifligi saptanirsa ve nakil bir aydan daha uzun siirede ger¢eklesecekse
test nakilden hemen oOnce tekrar edilmelidir (25). Nakil alicis1 olan hastalara bazen
damar i¢i insan antikoru (IVIG), trombosit ve plazma gibi kan iiriinii transfiizyon
ithtiyaci olabilmektedir. Bu transfiizyonlar sirasinda antikor transferi olabileceginden
serolojik durumu belirlemede kullanilacak testler miimkiinse bu iirlinlerin

kullanimindan 6nce yapilmalidir (68).

Indirekt hemaglutinasyon antikor (IHA) testi, nétralizasyon testi (NT) ve
kompleman fiksasyon (KF) gibi yontemler, CMV antikorlarini 6lgmek i¢in kullanilan
diger konvansiyonel serolojik testlerdir. Bu testlerin EIA testlerine gore en 6nemli
dezavantaji antikor alt tipi ayrimini1 yapamamalaridir. EIA testlerinin ticari olarak elde
edilebilmesi, yliksek duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin olmasi1 konvansiyonel testleri rutin

laboratuvar pratiginde kullanilmaz hale getirmistir (5).
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2.4.  Sitomegaloviriis Enfeksiyonlarinin Tedavisi

CMV profilaksisinde ve CMV hastaliginin 6nleyici tedavisinde (preemptif
tedavi) antiviral ajanlar temel rol almaktadir. CMV enfeksiyonunun ve hastaliginin
onlenmesi i¢in Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
kullanim onay1 almis antiviral ajanlar; gansiklovir, valgansiklovir, foskarnet,
sidofovir, letermovir ve maribavirdir. Oral gansiklovir ve fomivirsen klinik
kullanimdan kaldirilmistir (69). Bu ilaglardan gansiklovir, valgansiklovir, foskarnet
ve sidofovir CMV genomunda UL54 gen bélgesinden kodlanan CMV DNA polimeraz
enzimini inhibe etmekte ve virlis replikasyonunu engelleyerek antiviral etki
gostermektedirler. Diger antiviral ajanlara gore nispeten daha yakin donemde
kullanima giren letermovir viral terminaz inhibitorii olarak etkisini géstermekte iken,
maribavir ise viriis replikasyonunda 6nemli rolii olan pUL97 protein kinaz enzimini
inhibe ederek CMV replikasyonunu spesifik olarak baskilamaktadir (70). CMV
proflaksi ve tedavisinde kullanilan bu ilaglarin siniflandirmasi, etki mekanizmast,

klinik kullanim alanlar1 ve yan etkileri asagida ele alinmistir.
2.4.1. CMV DNA Polimeraz Inhibitérleri
Gansiklovir (GCV) (intravenoz)

Gansiklovir, CMV tedavi yonetiminde FDA onay1 alan ilk antiviral ajandir.
[k kullaniminin iizerinden {i¢ dekat ge¢mis olmasina ragmen CMV proflaksisi ve
tedavisinde ilk sira ilag olma 6zelligini korumaktadir. Gansiklovir, 2-deoksiguanozin
analogu olan bir niikleozittir. Anti-CMV etkisini, UL54 geni tarafindan kodlanan
CMV DNA polimeraz enzimi iizerinden gostermektedir. CMV DNA polimeraz
enzimine baglanmak i¢in yarisa girerek yeni sentezlenen virlis DNA’sina katilmakta
ve sentezlenmeye devam eden zincirin erken sonlanmasina sebep olmaktadir. Bu
sekilde tam virlis genomu {iretilememekte ve viriis replikasyonu durdurulmaktadir.
Gansiklovirin antiviral etkisinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in dnce UL97 gen bolgesinden
kodlanan viral protein kinaz ile fosforillenmesi gerekmektedir. Viral protein kinaz
tarafindan ilk fosfor eklendikten sonra, konak hiicrede bulunan, sirayla guanilat kinaz
ve niikleozit difosfat kinaz enzimleri sayesinde gansiklovir trifosfat haline

gelmektedir. Gansiklovir trifosfat ilacin aktif formu olup CMV DNA polimeraz
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enzimini inhibe etmektedir. Gansiklovirin aktif hale gelip, antiviral etkisini
gosterebilmesi i¢in CMV’nin aktif replikasyonunun devam etmesi gerekmektedir.
Bundan dolay1 latent viriise karsi etkisi bulunmamaktadir ve virostatik etki
gostermektedir (4, 25, 60, 69-72).

Gansiklovirin viral DNA polimeraza kars1 olan ilgisi konak hiicre polimerazina
olan ilgisinden yaklasik on kat daha fazladir (3). Bu durum antiviral etkinin segiciligini
saglamaktadir. Yine de gansiklovirin en 6nemli yan etkisi kemik iligini baskilamasidir.
HKHN alicilarinda bu yan etki daha da 6n plana ¢ikmaktadir ve 6zellikle notropeni
goriilmektedir. Ates, dokiintii, bulanti, kusma, ishal, karaciger ve bobrek hasari gibi
daha nadir yan etkileri de olabilmektedir (69-71). Gansiklovir, glomeriiler filtrasyon
ve aktif tasima yolu ile renal tiibiiler sekresyona ugramaktadir. Tedavi edilen hastada

bozulmus bobrek fonksiyonlar: varsa doz ayarlamasi gerekmektedir (69).

Gansiklovir, 6zellikle HIV ile yasayan bireylerde CMV retiniti tedavisinde ve
transplant alicilarinda CMV profilaksisinde FDA tarafindan kullanim onay1 almistir.
Bu endikasyonlar haricinde CMV hastaliklarinin tedavisinde ve hastaligin gelismesini
Onleyici yaklasimda kullanilmaktadir (70). Bobrek fonksiyonu normal hastalarda
onerilen tedavi gansiklovir (IV) 2x 5mg/kg/giin seklindedir (25). Uygun tedavi siiresi
hastanin tedavi yanit1 ve vireminin diizelmesi ile kisisel bazda yapilmaktadir. En kisa
tedavi siiresi iki hafta olmalidir. Tedavinin ardindan hastanin klinik 6zelliklerine gore
gansiklovir (IV) Smg/kg/giin olacak sekilde idame tedaviye gegilebilir. Tedavi
stiresince haftalik viremi takibi yapilmalidir. Ardisik iki negatif sonu¢ bulununca
tedavi sonlandirilabilmektedir. Tedavi sirasinda O6zelikle ilk iki hafta viral yiik
azalmayabilir, bu durum tedavi degisikligi gerektirmemektedir (8, 25). UL97 gen
bolgesinde meydana gelen bazi mutasyonlar sonucu gansiklovir fosforillenememekte
ve aktif gansiklovir trifosfat haline gelememektedir. Literatiirde gansiklovire karsi
gelisen viral direng en sik UL97 genindeki mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir
(73). Ayrica CMV DNA polimeraz enzimini kodlayan UL54 geninde meydana gelen
mutasyonlar da aktif haldeki gansiklovirin, CMV DNA polimeraz enziminin ilgili
kismina baglanmasini engellemekte ve viral dirence sebep olmaktadir (70).
Gansiklovire kars1 gelisen viral direng, antiviral direng bashigi altinda ayrintili olarak

ele alinacaktir.



27

Valgansiklovir (VGCV)

Valgansiklovir, gansiklovirin L-valil ester formu olup bir 6n ilagtir (69). Oral
yoldan kullanilir ve %60 biyoyararlanima sahiptir. Bagirsaklardan emildikten sonra
bagirsak ve karaciger hiicrelerinin {irettigi esterazlar tarafindan yikilarak gansiklovire
doniismektedir. Plazmada tepe konsantrasyonuna bir-ii¢ saat igerisinde ulagsmaktadir
(74). CMV enfeksiyonlarinin tedavisinde klinik etkinligi kanitlanmistir (75).
Valgansiklovirin klinik kullanim alanlari, yan etkileri ve viral direng gelisme
ozellikleri gansiklovir ile tamamen aynidir (71). Oral tedavi kullanabilecek olan ve Gi
emilim siiphesi olmayan hastalarda valgansiklovir CMV tedavisinde kullanilabilir.
Valgansiklovir tedavi dozu giinde iki kez 900 mg iken idame dozu giinde 1 kez 900
mg valgansiklovir seklindedir (8, 69). Bobrek fonksiyonlarina gére doz ayarlamasi

gerekmektedir. Tedavi takibi ve tedavinin sonlandirilmasi gansiklovir tedavisiyle

aynidir (25).
Foskarnet (FOS)

Pirofosfat analogu olan bu ilag UL54 gen bolgesinden kodlanan CMV DNA
polimeraz enzimine yarismasiz olarak baglanmakta ve bu enzimin g¢alismasini
engelleyerek viriis replikasyonunu baskilamaktadir (76). Gansiklovir kadar etkili
olmasina ragmen genellikle ikinci sira ilag¢ olarak kullanilmaktadir. Antiviral aktivite
icin fosforillenmeye ihtiyaci olmadigindan UL97 gen bolgesindeki mutasyonlara baglh
olarak gansiklovire direngli hale gelen CMV enfeksiyonlarimin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica gansiklovir kullaniminin kontrendike oldugu hastalarda
tedaviye alternatif olmaktadir. Nakil alicilarinda CMV proflaksisi i¢in kullanilmasi
onerilmemektedir. Sadece intravendz uygulamasi mevcuttur. Yiiksek oranda bobrek
toksisitesi ve elektrolit bozuklugu yapmasi en 6nemli yan etkilerindendir. Foskarnet
tedavisi siirecinde hastalarin bobrek fonksiyonlar1 ve serum elektrolit diizeyleri
yakindan izlenmelidir. Bas agrisi, ishal ve ates daha nadir goriilen yan etkilerindendir
(4, 8, 69-71). CMV enfeksiyonlarinin tedavisinde foskarnet 60 mg/kg, giinde iki kez
damar icine (IV) verilecek sekilde uygulanmaktadir. CMV DNA polimeraz enzimini
kodlayan UL54 gen bolgesinde meydana gelen mutasyonlar foskarnet tedavisine karsi
viral direngte rol almaktadir (4, 25, 70, 72, 77).
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Sidofovir (CDV)

Sidofovir, asiklik yapida 2-deoksitidin monofosfat analogu olan bir
niikleotittir. Adenoviriis ve herpesviriisler gibi ¢esitli DNA viriislerine kars1 antiviral
etkinlik gostermektedir (78). Dogal yapisindaki fosfat grubu nedeniyle viral
enzimlerce fosforilasyonu gerekmemektedir. Konak hiicrede bulunan kinaz enzimleri
sayesinde aktif formu olan sidofovir difosfat haline gelmektedir. Aktif formuna
geldikten sonra CMV DNA polimeraz enzimine baglanmakta ve DNA sentezini inhibe
ederek viral replikasyonu durdurmaktadir (4, 69-71). Sidofovirin sadece damar igi
uygulamasi mevcuttur. Brincidofovir, sidofovirin oral formu olup, klinik ¢aligmalara
girmistir. Sidofovirin plazma yarilanma omrii yaklasik 2.5 saat olmakla birlikte hiicre
icerisinde yarilanma Omrii 24 saatten daha uzundur. Bu 6zelligi sayesinde haftada bir
doz uygulama kolayligi bulunmaktadir. Viicuttan glomertiler filtrasyon ve tiibiiler

sekresyon ile atilmaktadir (69).

Sidofovirin, CMV enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanimi yan etkilerinden
dolayr geri planda kalmaktadir. Bobrek fonksiyon bozuklugu olmayan AIDS
hastalarinda, CMV retiniti tedavisinde FDA tarafindan kullanim onay1 verilmistir (69).
Bu kullanominin  disinda gansiklovir tedavisine yamit vermeyen CMV
enfeksiyonlarinin tedavisinde ikinci sira ilag olarak kullanilmaktadir (4, 69).
Sidofovirin en 6nemli yan etkisi bobrek hasar1 yapmasidir. Hidrasyon ile bu hasar
azaltilabilmektedir. Goze kars1 toksik etkileri bulunmaktadir. Bas agrisi, saglarda
dokiilme, kasinti ve viicutta dokiintii diger goriilen yan etkileridir (70). CMV DNA
polimeraz enzimini kodlayan UL54 gen bdlgesinde goriilen bazi mutasyonlar
sidofovire kars1 direncten sorumludur. Bu mutasyonlar gansiklovirle ¢apraz dirence
sebep olmaktayken sidofovire karsi tek basma goriilen mutasyonlar daha nadir

gelismektedir (70-72)
2.4.2. Viral Terminaz inhibitorleri
Letermovir (LMV)
Letermovir, CMV genomumda UL56, UL51, UL89 gen bolgeleri tarafindan

kodlanan viral terminaz kompleksini inhibe eden bir 3,4-dihidro-kinazolin-4-il-asetik

asit tirevidir (79). Bu viral terminaz kompleksi, sentezlenen CMV DNA’sinin ileri
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islem asamalarinda ve kapsid proteinleri tarafindan paketlenmesi siirecinde gorev
almaktadir. Letermovirin etkisi, viris DNA sentezini inhibe eden CMV DNA
polimeraz inhibit6rlerinin aksine, uzun DNA sentezlerinin bireysel viral alt birimlere
boliinmesinin  6nlenmesidir. Bu sayede bulasict 6zelligi olmayan uzun DNA
partikiilleri elde edilmektedir (4, 69, 80). Letermovir, CMV i¢in oldukga spesifiktir ve
diger herpes viriislere karsi etkinligi bulunmamaktadir. Yapilan in vitro deneylerde,
letermovirin ¢ok diisitk medyan etkili konsantrasyonla (EC50) CMV'ye kars1 en etKili
molekiil oldugu gosterilmistir (79).

Letermovirin hem agizdan hem de damar i¢i kullanimi bulunmakta ve giinde
bir kez 480 mg oral tablet veya damar i¢i enjeksiyon seklinde uygulanmaktadir.
Letermovir agizdan alindiktan sonra hizla emilmekte ve siklosporin varliginda
biyoyararlanimi  %35'ten %85'e yiikselmektedir. Letermovirin viicuttan atilimi
karacigerden safraya sekresyon seklinde ve oradan da diski yoluyla olmaktadir (69).
Siklosporin varliginda biyoyararlanimdaki artisin sebebi, siklosporinin karacigerde
letermoviri hiicre icine alan reseptorleri inhibe ederek yikimini azaltmasindan
kaynaklanmaktadir (81). Letermovir, gansiklovirin aksine, kemik iligini
baskilamamakta ve bobrege toksik etkisi bulunmamaktadir. Bu sebepten dolay1 bobrek
hasar1 olan hastalarda doz ayarlamasi gerekmez. Letermovirin sik goriilen yan etkileri
mide bulantisi, kusma, ishal, karin agrisi, periferik 6dem, oksiiriik ve yorgunluktur

(69).

Letermovir Kasim 2017'de, CMV seropozitif allojenik HKHN alicilarinda
CMV enfeksiyonunu ve hastaligini 6nlemek i¢in FDA’dan kullanim onay1 almistir
(70). Bu onayin ardindan, HKHN alicilarinda CMV enfeksiyonlarinin takibi i¢in tercih
edilen yontem olan onleyici (preemptif) tedavi yaklasima alternatif olarak proflaksi
amaciyla letermovir kullanilmasi giindeme gelmektedir (82). FDA, Haziran 2023
itibariyle, vericinin pozitif alicinin negatif (D+/R-) oldugu yiiksek riskli eriskin bobrek
nakli alicilarinda CMV hastaliginin 6nlenmesine yonelik letermovir igin yeni

endikasyonunu onaylamistir (83).

Letermovirin etki mekanizmasi diger anti-CMV ilaglardan farkli oldugu i¢in
capraz diren¢ beklenmemektedir (84). Ayrica yapilan bir deneysel ¢alismada, daha

once letermovir tedavisi almamig hastalardan izole edilen CMV suslarinda letermovire
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kars1 primer direng saptanmamistir (85). Letermovir bu 6zelliklerinden dolayr, CMV
DNA polimeraz inhibitorlerine yanitsiz enfeksiyonlarin tedavisi i¢in umut vaat
etmektedir. Ancak hem deneysel hem de klinik ¢alismalarda CMV'nin letermovire
kars1 direnci saptanmustir. Letermovir direncine sebep olan mutasyonlar en ¢ok UL56
gen bolgesinde 6zellikle 231-369 aras1 kodonlarda yogunlagmaktadir. Daha az yaygin
olarak da UL51 ve UL89 mutasyonlar1 letermovire kars1 direncin ortaya ¢ikmasiyla
iliskilendirilmektedir (69, 86, 87).

2.4.3. Protein Kinaz inhibitorleri

Maribavir (MBV)

CMV’nin replikasyonu ve yeni enfektif virionlarin olugsmasi i¢in UL97 gen
bolgesinden kodlanan UL97 protein kinaz (pUL97) enzimi gerekmektedir. Maribavir,
ATP ile yarismaya girmekte ve pUL97 tarafindan proteinlerin fosforillenmesini
engelleyerek antiviral etki gostermektedir (88). CMV'ye karsi 6zgiil antiviral
aktiviteye sahiptir. Hiicre i¢i fosforilasyona ugramasi gerekmemektedir ve etki
mekanizmasi CMV DNA polimeraz enziminden bagimsizdir. Maribavir ayrica
gansiklovir ve/veya sidofovire direngli bazi CMV suslarina karsi in vitro aktiviteye
sahiptir. Bununla birlikte, UL97 gen bélgesinde meydana gelen mutasyonlar sebebiyle
viral protein kinaz enzimi lizerinde ATP'nin baglanma bdlgesi degisebilmektedir. Bu
mutasyonlardan bazilarinin  maribavire karst in vitro diren¢ kazandirdigi
kanitlanmistir. Maribavire direngli CMV suslar1 genellikle gansiklovire duyarli
kalmaktadir ve bunun tersi de gecerlidir (69, 72, 89-91). Ancak maribavir, UL97'yi
inhibe ettiginden dolay1, gansiklovirin fosforilasyonunu engellemektedir. Bu ters etki,
her iki molekiiliin birlikte uygulanmasina imkan vermemektedir. Bu olas1 etkinin,
maribavir ve foskarnetin birlikte uygulandiginda gézlenmedigi varsayilmaktadir (71,
92).

FDA, nakil sonrast CMV enfeksiyonu ya da hastaligi olan, etkin tedaviye yanit
vermeyen yetiskin ve ¢ocuk hastalarin (12 yas ve {izeri ve en az 35 kilo agirliginda)
tedavisi i¢in maribavire kullanim onayi vermistir. Bu kullanim onay1 i¢in mevcut
antiviral tedaviye kars1 dirence neden olan viral genetik mutasyonun ispatlanmasi

gerekmemektedir (93). Yakin donemde yapilan Kklinik c¢alismalar, maribavir
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tedavisinin yan etkilerinin gansiklovir ile tedavi edilen hastalarda g6zlenene kiyasla
daha az oldugunu ortaya koymaktadir. Gansiklovire kiyasla, kemik iligini daha az
baskiladig1 ve bobrek hasarina daha az sebep oldugu gosterilmistir (71). En yaygin yan
etki doza baglh gelisen agizda metalik veya aci tattir. Diger yan etkiler bas agrisi,

bulanti, ishal, dokiintii ve yorgunluktur (69, 72, 94).

25. CMV’de Antiviral Tla¢ Direnci

Ilag direnci, bir veya daha fazla antiviral ilaca kars1 duyarlilig1 azaltan viral
genetik degisiklik olarak tanimlanmaktadir. Normalde etkili bir antiviral tedavi dozu
ve siiresinden sonra kalici veya artan viral yiik ya da semptomatik hastaligin devam
etmesi seklinde ortaya g¢ikabilmektedir. Bu klinik ozellikler kendi baslarina ilag
direncinin mevcut oldugu anlamina gelmemektedir. Ancak antiviral ila¢ direngleri
sayesinde alternatif tedavi ihtiyaci belirlenebilmekte ve gerekirse immiin baskilayici

tedavinin dozu azaltilabilmektedir (25).
2.5.1 Antiviral ila¢ Direnc Testlerinin Onemi

Ilaca direncli CMV enfeksiyonunun gelisimi i¢in risk faktdrlerinin taninmast,
antiviral direncin erken teshisini ve yonetimini saglayabilmek i¢in 6nemlidir. Bu risk
faktorleri konaga ya da viriise bagli olabilmektedir. Uygun tedaviye ragmen CMV
viral yiikiiniin diismemesi, Uygun tedavi alirken ilk diististen sonra CMV viral yiikiiniin
tekrardan artmasi, aralikli diigiik diizey CMV viremisi Ve yiiksek diizeyde olan CMV
viral ytikleri viriise ait risk faktorlerini olusturmaktadir (25, 95). Uzun siireli antiviral
ilag maruziyeti (>3 ay), onceki antiviral ilag maruziyeti, tekrarlayan CMV enfeksiyonu
varligi, yetersiz antiviral ilag emilimi ve biyoyararlanimi olmasi, tedavi dozunun
altinda kalan antiviral ilag diizeyi, ilag rejimine zayif hasta uyumu, haploidentik,
allojenik veya kordon kan1 HKHN alicisi, anti-timosit antikorlarla tedavi, aktif GVHD
olmasi, erken yas ve Konjenital immiin yetmezlik sendromlar ise konaga ait risk

faktorleridir (8, 25, 95).

Risk faktorleri ile standart tedaviye klinik yanitsizlik durumlarinin birlikte var
olmasi antiviral direng testlerine olan ihtiyaci oldukga 6n plana ¢ikarmaktadir. Standart
tedaviye yanitsiz CMV enfeksiyonu, en az iki haftalik uygun dozda antiviral tedaviden
sonra artan (>1 logio artis) CMV viremisi (DNAemi veya antijenemi) olarak
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tanimlanmaktadir. Olasi tedaviye yanitsiz CMV enfeksiyonu ise en az iki haftalik
uygun dozda antiviral tedaviden sonra CMV viremisinin (DNAemi veya antijenemi)
ayni seviyede (viriis yiikiindeki azalma <1 logio) kalmasi olarak tanimlanmaktadir.
CMYV viremi ¢alisilan laboratuvarin ve test yonteminin ayni olmasi gerekmektedir. Bu
tanimlara uyan hastalardan elde edilen CMV suslarina antiviral direncin olup
olmadigimi saptamak amaciyla direng testlerinin uygulanmasi dnerilmektedir (8, 25,

72, 95).

Antiviral ilag direncinin laboratuvar tanisi i¢in fenotipik testler ve genotipik
testler olmak tizere iki uygulama sekli bulunmaktadir. Fenotipik testler ilk gelistirilen
testler olup antiviral tedaviye yanit olarak hedef genlerde ortaya ¢ikan mutasyonlarin
tanimlanmasi ve karakterize edilmesinde biiylik 6nem tasimaktadirlar. Fenotipik
yontemler, laboratuvar tani pratigi i¢in ¢ok zaman alicidir, ancak giiniimiizde antiviral
ilag¢ direncinin tanisi i¢in rutin olarak kullanilan genotipik testlerin dogrulanmasi igin
gerekli olmaya devam etmektedir (4, 72). Genotipik testler ise hizli olduklar1 ve
fenotipik testlere gore objektif sonuglarin ortaya ¢ikmasinmi sagladiklart i¢in tercih

edilen yontem haline gelmislerdir (4, 72).
2.5.2 Antiviral ila¢ Diren¢ Tespitinde Kullanilan Fenotipik Yontemler

[lag direncini tespit etmeye yonelik fenotipik yontemler, hiicre kiiltiiriinde viriis
replikasyonun belirli bir miktarda engellemek igin gereken ilag konsantrasyonunun
belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu islem, igerisinde enfektif viriis sayis1 bilinen
bir inokulumun hazirlanmasini gerektirmektedir. Testlerin yorumlanmasi ilacin
varliginda ve yoklugunda kantitatif viral replikasyonun tespiti ile olmaktadir. Hiicre
kiltiiriinde ve viral replikasyonun tespitinde yer alan adimlar testler arasinda farklilik
gostermektedir. Her ilag i¢in sinir seviyeleri, onaylanmis ilaglarin her birine duyarh
oldugu bilinen viriis suslar1 kullanilarak belirlenmistir. Bunlar arasinda AD169 ve
Towne gibi laboratuvar suslar1 ve bu ilaglara hic maruz kalmamis hastalardan izole
edilen klinik suslar bulunmaktadir (72). CMV tedavisinde kullanilan antiviral ilaglara
kars1 direnci saptamak i¢in kullanilan fenotipik testler plak rediiksiyon testi, haberci
hiicre kiiltliri serileri, isaretleyici (marker) transfer eden yontem ve kantitatif gergek

zamanl PZR olarak karsimiza ¢ikmaktadir (4, 72).
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CMV ilag duyarliliginin fenotipik olarak tespiti i¢in altin standart yontem plak
rediiksiyon testi (PRA) olmustur. Hiicre kiiltirtinde farkli antiviral ilag
konsantrasyonlarinin varliginda yeni olusan viral plaklarin sayisina dayali olarak viral
diren¢ saptanmaktadir. Bununla birlikte, PRA'nin deneyler arasi ve 0zellikle
laboratuvarlar aras1 standardizasyonun gii¢ olmasi, teknik zorluklar ve genellikle testin
zayif tekrarlanabilirligi nedeniyle rutin laboratuvar pratiginde kullanimi smirh

kalmistir (4, 72).

Hiicre kiiltiirinde CMV replikasyonunu tespit etmek i¢in kullanilan diger
yontem, haberci hiicre kiiltiirii serileridir. Bu amagla kullanilan hiicre hatti, CMV
replikasyonun kontrolii altinda bir haberci gen, 6rnegin lusiferaz tasimaktadir. Bu
yontemde ilk olarak arastirilan virlis susunun UL54 bolgesine lusiferaz enzimini
kodlayan genin promotor bolgesi klonlanir. Ardindan, daha 6nceden hazirlanan ve
artan ilag konsantrasyonlarinin oldugu hiicre kiiltiirii kuyucuklarina belli miktarda bu
viriisler inokiile edilerek enfeksiyonun gergeklesmesi beklenir. Daha sonra bu
kuyucuklarin igerikleri, lusiferaz aktivitesi rekombinant CMV’ye bagl olan hiicre
serilerine inokiile edilip viriis replikasyonu i¢in beklenir. ikinci kez inokiilasyon
yapilan kuyucuklarin lusiferaz aktiviteleri ile fenotipik direng arasinda iliski
kurulmakta ve test sonucu yorumlanmaktadir. Bu yontemin en énemli kisitlihigr ise

farkli hiicre serileri arasinda standardizasyonun olmamasidir (4, 72, 96)

CMYV antiviral ilag direncini saptamak i¢in kullanilan baska bir yaklasim ise
kantitatif ger¢ek zamanli PZR olmustur. Antiviral ajanin farkli konsantrasyonlarina
bagli olarak hiicre kiiltiirtindeki CMV genom kopyalarinin azalan sayisinin 6lgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Bu yontemin en 6nemli kisitliligi enfektif virion ile enfektif
yetenegi olmayan viriis ayrimini1 yapamamasidir. Diger fenotipik testlere gore pahali

olmasi da bagka bir dezavantajdir (97).

Rekombinant CMV viriisleri iiretmek ve belirli genetik degisikliklerin viral
duyarlilik ve antiviral ilaglara direng iizerindeki etkisini saptamak i¢in isaretci
(marker) transfer yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde, hiicre disina salinabilen
alkalen fosfataz enzimi fireten gen, CMV genomunun US3-US6 bdlgesine
klonlanmaktadir. Ardindan bu CMV susunda arastirilan bolgeye 6zgiill mutasyon

gerceklestirilmektedir. Daha sonra artan konsantrasyonlarda antiviral ilag
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konsantrasyonundaki hiicre serilerine rekombinant viriisler inokiile edilir. Arastirilan
mutasyon ilaca direng saglamakta ise, CMV replikasyonu gerceklesmekte ve alkalen
fosfataz tretilerek hiicre disina atilmaktadir. Kiiltiir siipernatantinda bulunan alkalen
fosfataz, kemiliiminesan bir substrat kullanilarak miktar1 tayin edilmektedir. Bu
yontemin daha objektif sonuglar vermesi ve standardizasyonunun saglanmasiyla
birlikte fenotipik testler arasinda en ¢ok tercih edilen yontem haline gelmistir (4, 72,

98).

Fenotipik testlerinin tamaminda bulunan 6nemli bir kisitlilik alinan klinik
numunedeki ilaca direncli ve duyarl viriis alt popiilasyonlarinin oranidir. Eger alinan
numunedeki direngli popiilasyon replikasyonunu devam ettiremeyecek kadar az
olursa, calisilan test sonucu duyarl olarak saptanacaktir. Bu durum ise yanlis negatif
sonuclara sebep olmaktadir. Yapilan bir calismada direngli virilis popiilasyonunun
saptanabilmesi i¢in, klinik numune igerisinde en az %50 oraninda bulunmasi gerektigi
gosterilmistir (99). Ayrica antiviral ilaca maruziyet siiresi, In Vivo immiin sistemin
CMV replikasyonu baskilamasi gibi sebeplerden dolay1 fenotipik testlerde beklenen
sonug ile elde edilen sonuglar her zaman uyumlu olamamaktadir (100). Yine de tim
bu veriler 1s18inda fenotipik testlerde antiviral ilaca karsi duyarlilikta bes kat ve

tizerinde bir azalma varsa alternatif tedavi seceneklerine gidilmesi dnerilmektedir

(102).
2.5.3 Antiviral ila¢ Direnc Tespitinde Kullanilan Genotipik Yéntemler

Antiviral ilag direnci tespitinde kullanilan genotipik testler, ilag hedefi olan
genlerdeki direncle iligkili 6zgiil mutasyonlarin saptanmasi amaciyla kullanilmaktadir.
Genotipik ilag direng testleri, 6zellikle HIV ve hepatit B viriisii basta olmak iizere diger
viriisler i¢cin tedavi yOnetimine rehberlik etmek amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Glinlimiizde immiin sistemi baskilanan hasta gruplarinin
yayginlagmas1 ve anti-CMV ilaglara karsi direncin ortaya c¢ikmasiyla birlikte,
genotipik testler, CMV tedavisinin yonetiminde de kullanim alan1 bulmaktadir.
Genotipik testler, plazma, BOS, idrar vb. numunelerde yeterli CMV DNA's1 varsa
dogrudan klinik Orneklere uygulanabilecegi gibi hiicre kiiltliriinden elde edilen
izolatlara da uygulanabilmektedir. Bu durum genotipik testlerin birkag saat ile ti¢ giin

arasinda degisen bir siirede sonu¢ vermesini saglamaktadir. Genotipik testlerin
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kullanilmasmin diger bir avantaj, CMV ila¢ direncinin yeni mekanizmalarini
belirleme potansiyelidir. Bu sayede CMV proflaksi ve tedavisinde yanitsizlik
olusturan yeni mutasyonlar ortaya konabilmektedir. Laboratuvar pratiginde kullanilan
genotipik testlerle ilgili temel kisitlilik, ilag¢ direnci ile iliskili mutasyonlarin 6nceden
bilinmesi gerekliligidir. Ilag aktivitesi iizerinde etkisi bilinmeyen diger mutasyonlar
hakkinda degerlendirme yapilamamaktadir. CMV ilag¢ direncini saptamaya yonelik
yapilan genotipik analiz yontemlerinin bir diger smirlamasi ise klinik numune
igerisinde belirli miktardan daha az olan ilaca direngli viral popiilasyonlar1 tespit etme

ve niceliklerini belirleme yetenegine sahip olmamalaridir (4, 25, 72).

Gansiklovire kars1 gelisen CMV direncini genotipik olarak saptamak i¢in UL97
ve UL54 genleri PZR ile ¢ogaltilmaktadir. PZR firiinleri Sanger DNA dizilimi ile
analiz edilmekte ve gansiklovir direnci ile iliskili oldugu bilinen amino asit
mutasyonlart tanimlanmakta ve raporlanmaktadir. CMV ilag direncinin tespiti igin
kullanilan diger genotipik yontemleri arasinda PZR iiriinlerinin restriksiyon fragman

uzunlugu polimorfizmi (RFLP) ve ger¢ek zamanli PZR yer almaktadir (4, 25, 72).
Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Yontemi

Frederick Sanger, 1970’li yillarda DNA'nin baz diziliminin belirlenmesini
saglayan yeni bir teknik gelistirmistir (102). Kendi adiyla gelistirdigi bu yontem bugiin
hala cesitli bilim alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Sanger, PZR sirasinda
DNA'nin amplifikasyonunda deoksiniikleik asitlere ek olarak dideoksiniikleik
(ddNTP) asitleri birlikte kullanmistir. Bu sekilde ddNTP eklenen DNA zincirinde
uzama engellenmis olmakta ve zincir sonlanmaktadir. Zincir sonlandiran PZR
sayesinde, DNA'nin bir boliimiinii cogaltmak yerine, ddNTP’ler kullanilarak boyutlari
tek bir baz kadar artan bir dizi yeni DNA iriini elde edilmektedir. Sanger DNA
dizileme yonteminin klasik seklinde dizinin hangi niikleotit ile sonlandigini tespit
etmek amaciyla ddNTP’ler radyoaktif olarak isaretlenmektedir (102, 103). PZR
iriinlerini ayirma islemi, daha kiiciik tiriinlerin daha biiyiik tirtinlerden daha hizli gog
ettigi bir ayirma sekli olan poliakrilamid jel iizerinde yapilmaktadir. Bu ayirma iglemi
dort farkli kolon boyunca gergeklestirilmekte ve sonugta ise bir merdiven gibi baz

dizileri elde edilmektedir. Sanger dizileme yoOnteminin temelleri bugiin de aym



36

olmakla birlikte zincir sonlandiran PZR {iriinlerini ayirma ve tespit etme yontemleri

gelisen teknolojiyle birlikte degismistir (103).

Floroforlarin icadindan once Sanger, ddNTP‘leri bazin 5’ prime ucunda
radyoaktif bir etiketle isaretlemistir. Farkli bazlar1 tamimlayabilecek bir yontem
olmadigindan, bir 6rnek dort ayn tiipte PZR ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan iiriinler ayri
ayr1 dort seride yiiklenmis ve jel boyunca go¢ etmelerine izin verilmistir. Islem
tamamlandiktan sonra jel X-ray ile fotograflanarak dizi elde edilmistir (Sekil 2.5)
(103).
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Sekil 2.5. Radyoaktif isaretli ddNTP’ler kullanilarak yapilan klasik Sanger dizileme
y yap g
goriintlisii ((103) numarali kaynaktan Tiirkceye terciime edilmistir).

Otomatik Sanger dizileme teknigi, floresanla isaretli ddNTP’lerin
gelistirilmesiyle birlikte manuel dizileme yonteminin yerini almistir. Akrilamid jeller
hala PZR firiinlerinin ayrimi i¢in kullanilmistir ancak dort bazin tamami tek bir
reaksiyon tiiplinde birlestirilip jele birlikte yliklenmistir. Cogaltilmis tiriinler plakalarin
altindaki bolgeye ulastiginda jelde ayirma islemi bitmistir. Ardindan bir lazer floresan
isaretleri uyarmakta ve elde edilen renk kamera ile kaydedilmektedir. Ortaya ¢ikan

goriintiiler bilgisayar araciliyla analiz edilmektedir (103).

Kapiller sistemlerin 1990'larda gelistirilmesiyle birlikte akrilamid jellerin

dokiilmesi ihtiyaci ortadan kalkmistir. Bunun yerine kapiller i¢ine enjekte edilebilen
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yart sivi polimerler kullanilarak zincir sonlandiran PZR iiriinlerinin ayrilmasi
saglanmigtir. Her ¢calismadan once kapiller igerisine bu polimerler doldurulmaktadir.
Daha sonra kuyucuklara ytliklenen PZR {iriinleri elektrik enerjisi ile kapiller boyunca
hareket etmektedir. Her bir baz hareketiyle birlikte otomatik cihaz dedektorii ilgili
bazda bulunan rengi algilayip bilgisayar sistemine aktarmaktadir. Sonugta bu bazlarin

sirayla okunmasi ile DNA dizisi elde edilmektedir.
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Sekil 2.6. Floresan boyalar ve kapiller elektroforezin kullanildig1 otomatik Sanger
dizileme yontemi ((103) numarali kaynaktan Tiirkceye terciime edilmistir).

Otomatik kapiller dizileme yontemi, klasik Sanger dizileme yontemine gore
daha hizli ve daha duyarhidir. PZR amplifikasyonuna ¢ok daha az kalip DNA
eklenmesi yeterli olmaktadir. Giiniimiizde otomatik kapiller dizileme cihazlar
karakteristik olarak tek bir ¢aligmada 4 ile 96 6rnegin dizisini gerceklestirebilmektedir.
Caligmalar genellikle iki ile ii¢ saat elektroforez gerektirmektedir. Ayrica otomatik
cihazlar sayesinde kontaminasyon ihtimali ve 6rnek kaybi oranlari da azalmistir.
Sanger dizileme yonteminin en 6nemli kisithilig1 direngli viriis popiilasyonunun toplam
viriis popiilasyonu igerisindeki oraninin %20 ve altinda oldugunda, bu direngli

popiilasyonu saptayamamasidir (72).
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Gergcek Zamanlh PZR

CMV protein kinaz enzimini kodlayan UL97 geni lizerinde ila¢ direnci ile
iliskili mutasyonlarin1 tanimlamak i¢in erime egrisi analizi temelli ger¢ek zamanlh
PZR testleri gelistirilmistir (104). Her mutasyon bdlgesine 6zgii hibridizasyon problari
farkli floresan boyalarla isaretlenmektedir. Mutasyonlarin neden oldugu erime
egrisindeki degisiklikler PZR ile ¢ogaltilmasini takiben analiz edilmektedir. Testin
avantajlari, cok diisiik DNA kopya sayilarinin hiicre kiiltiirii olmadan ¢ogaltilabilmesi,
karisik viriis popiilasyonlarinin yar1 kantitatif olarak analiz edilebilmesi ve farkli boya
etiketleri kullanilarak birden fazla mutasyonun aymi anda tespit edilebilmesidir.
Dezavantajlari ise bilinen mutasyonlarin yakinindaki polimorfizmlerin erime egrisini
etkileyebilmesi ve mutasyona ugramis her bir kodonu tanimlamak i¢in farkli problarin
gerekmesidir. Ayrica test, M460I (ATT/ATA) ve M460V (GTG) gibi ayn1 kodonda

meydana gelen farkli nokta mutasyonlarini ayirt edememektedir (72, 104).

2.5.4 Antiviral ila¢ Testlerin Yorumlanmasi

CMV tedavisinde kullanilan ilaglara yonelik yapilan fenotipik testler referans
laboratuvarlariyla sinirli kalmaktadir. Bu testlerin yerine genotipik testler daha yaygin
kullanilmaktadir. Bu bélimde genotipik testlerin degerlendirilmesi ve saptanan

mutasyonlarin anti-CMYV ilaglara olan etkisi ele alinacaktir.

Genotipik yontemler icerisinde en ¢ok kullanilan DNA dizileme yontemidir
(72). Bu yontemle hedef genlerin, direng ile iliskili mutasyonlari igeren bolgelerinden
cogaltilarak elde edilen PZR iiriinlerindeki tiim niikleotit ve amino asit degisiklikleri
saptanmaktadir. Elde edilen bu mutasyonlardan bazilar1 fenotipik olarak test edilmis
olmasina ragmen biiyiik bir kisminin direng ile iliskili fenotipleri belirlenememistir.
Bu durum, dizi analizi sonuglarinin yorumlanmasini zorlastirmaktadir (72). Bu sorunu
asmak icin, cesitli arastirmaci gruplar tarafindan, fenotipik sonucu belli olan
mutasyonlar i¢in veri tabanlar1 olusturulmus, ancak heniiz standartlastirilmamastr.
Kullanici tarafindan elde edilen CMV DNA dizileri ve mutasyonlarini, destekleyici
fenotipik verilerle birlikte yorumlamak i¢in web tabanli bir arama araci gelistirilmistir

(105).
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Gansiklovir direncini saptamak i¢in hedeflenen hem UL97 hem de UL54 gen
bolgelerinde bildirilen varyant kodonlar asagidaki genel kategorilerden birine
girmektedir: (i) ilaca duyarli kontrol susuna transfer edildikten sonra ilaca duyarh
bulunan varyantlar, (ii) bazal veya ilaca duyarli izolatlarda g6zlenen varyantlar, (iii)
bazal sekans bilgisi mevcut olmayan, tedavi edilmis bireylerden elde edilen izolatlarda
gbzlenen varyantlar, (iv) in vivo veya in vitro ilaca maruz kaldiktan sonra bilinen bazal
sekanstan degisiklik ile ortaya ¢ikan varyantlar (v) ilaca duyarli kontrol susuna transfer
edildiginde ilag direnci ile iliskili olan varyantlar (25, 72, 105). Ilk kategorideki
varyantlarin antiviral ilag direncine sebep olmadigi fenotipik yontemlerle
kanitlanmistir ve muhtemelen her bir gen i¢inde dogal olarak olusan polimorfizmleri
ifade etmektedir. Sonraki ii¢ kategoride yer alan varyantlar, ilaca maruz kalma
gecmisine ve gen dizisi i¢indeki konumuna bagli olarak, sirayla, diren¢ olusturma
olasilig1 diisiik olandan yliksek olana olacak sekilde degisen potansiyel direng
mutasyonlarmi temsil etmektedir. Son kategori ise, rekombinant belirte¢ (marker)
transfer teknigi ile fenotipik olarak anti-CMYV ilaglardan birine veya daha fazlasina
diren¢ sagladig1 kanitlanmis mutasyonlari temsil etmektedir. Klinisyene dogrulanmis

diren¢ mutasyonlar1 olarak sadece bu son kategori bildirilmelidir (4, 72).
Gansiklovir Direnci ile Iligkili UL97 Mutasyonlar

UL97 gen bolgesinde goriilen mutasyonlar sadece gansiklovir ve maribavir
direnciyle iligkili olup, bu iki ila¢ disinda CMV tedavisinde kullanilan diger ilaclara
kars1 dirence sebep olmamaktadir. Bu mutasyonlarin yerlerinin uzun yillar siiren
caligmalar boyunca oldukca sabit kaldig1 goriilmiistiir. Tiim gansiklovir direncinin
%380’inden sorumlu olan bu yedi mutasyon M460V/I, H520Q, A594V, L595S, C603W
C592G seklindedir (4, 25, 72, 95, 105). UL97 geni {izerinde bulunan 590 ve 607 kodon
araligit hem nokta mutasyonlarim1 hem de kodon silinmelerini (delesyonlarini)
icermektedir. Ancak bu iki kodon aralifindaki tiim dizi degisikliklerinin direncle
iligkili olmadig1 da bilinmektedir (6rnegin, N597D, K599R, L600I ve D605SE) (Sekil
2.7) (72).
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Sekil 2.7. UL97 geninin kinaz alt bdlgesinin haritasi. A) UL97 kinazin (pUL97)
korunmus islevsel bolgeleri. B) ispatlanmis mutasyonlar direng profiline
gore renklerle belirtilmistir. Tek bir kodondaki ¢oklu mutasyonlar siklik
sirasina gore listelenmistir. Harita birimleri UL97 kodonlarina karsilik
gelmektedir. ((72) numarali kaynaktan Tiirk¢eye uyarlanmistir).

Gansiklovir i¢in EC50'de iki kat ile bes kat artis diisiik dereceli, 5 kat ile 15 kat
artis orta dereceli ve 15 kattan fazla artis ise yliksek dereceli direng olarak kabul
edilmektedir. Genellikle orta dereceli direng artigi tek bir UL97 mutasyonundan
kaynaklanmakta iken, yiiksek dereceli direng artist UL97 ve UL54 mutasyonlarinin
birlesik etkisiyle ortaya cikmaktadir (4, 25, 72). Gansiklovir direnci ile cesitli
derecelerde iliskili oldugu bilinen UL97 gen mutasyonlar1 Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.2. UL97 genotipleri ile iligkili gansiklovir direnci diizeyleri ((25) numarali
kaynaktan Tiirk¢eye terclime edilmistir).

Gansiklovir EC50°de degisim diizeyleri*
Goriilme sikhig1 | X 5-15 X 2-5 <2X
En sik M460V/1, H520Q, C592G
A594V, L5958,
C603W
460, 590-607 M460T, A594G, AS591V, E596D, N597D,
Kodonlarinda | 595del®, L595F/W, AS5S94E/T, K599E/R, L6001, T601M,
daha az E596Y, 597del2°, E596G, D605SE¢
599del, K599T, C6038S,
600del, 601del, 596del®,
601del2, C603R, 600del2,
C607Y, del (=3¥ C607F
Atipik noktalar | F342S¢, K355Ms, L405P, 1610T, | M615V, Y617H, A619V,
V356Ge, V466G, A613V L634Q, E655K, A674T
C480R¢, C518Y,
P521Le

# Orta diizey direng (5-15x), diistik diizey direng (2-5x), 6nemsiz direng (<2x)

b del=Kodonda ¢ergeve ici delesyon

¢590-607 kodonlar arasinda >3 kodonda ¢ergeve i¢i silinmesinin orta diizeyde gansiklovir direnci (sekiz
kat ila 15 kat) sagladign varsayilmaktadir. Ucten az kodonun silinmesi, degisen derecelerde
gansiklovir direnci saglayabilir (dort ile on kat)

4D605E, Dogu Asya'da yaygin olan ve ilag direnciyle ilgisi olmayan bir temel dizi polimorfizmidir

¢ Maribavir ¢apraz direnci belgelenmistir; F342S hari¢ tiimii belirgin sekilde replikasyonu inhibe eder

Gansiklovir Direnciyle Iliskili UL54 CMV DNA Polimeraz Mutasyonlari

UL54 geninde goriillen bazal niikleotit dizilimi UL97 genine gore daha
degiskendir ve gozlemlenen diren¢ mutasyonlarinin sayist daha fazladir. Bununla
birlikte, UL54 genindeki klinik izolatlarda UL97'deki
mutasyonlardan ¢ok daha az siklikla tespit edilmektedir. P522S, V7811, L802M,
A809V, A834P ve A987G gibi bazi mutasyonlar birden fazla klinik izolatta rapor

diren¢ mutasyonlari,

edilmistir. UL97'den farkli olarak, DNA polimeraz mutasyonlarinin siirekli olarak
meydana geldigi iyi tanimlanmis kodonlar veya kodon araliklart bulunmamaktadir

(Sekil 2.8) (4, 25, 72, 95).
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Sekil 2.8. CMV DNA polimeraz (UL54) geninin haritalanmasi. A) CMV DNA
polimerazin  fonksiyonel bolgeleri. B) Direng profiline gore
renklendirilmis onayli mutasyonlar. C) Ilaca duyarli izolatlarda gdzlenen
polimorfizmler. ((72) numarali kaynaktan Tiirk¢eye uyarlanmaistir).

UL54 geninde bulunan korunmus bolgeler i¢inde, ayni veya bitisik
kodonlardaki mutasyonlar farkli fenotiplere sahip olabilmektedir. Ornegin, L516R ve
P522S/A mutasyonlar1 direng kazandirirken, D515G ve P522L mutasyonlar1 direng
kazandirmamaktadir. N495K mutasyonu sadece foskarnet direncine sebep olurken,
yakinindaki L5011 mutasyonu sadece gansiklovir ve sidofovir direnci saglamaktadir
(106, 107). Dolayisiyla, UL97'de oldugu gibi, direng ile iliskili oldugu kanitlanmis
mutasyonlara yakin olan varyant kodonlarin da direng sagladigi veya benzer antiviral
fenotipe sahip oldugu varsayilamaz. Sadece fenotipik bir yontemle dirence sebep

oldugu dogrulanmis olan mutasyonlar rapor edilmelidir (4, 25, 72, 95).
Direncle Iliskisi Bilinmeyen Polimorfizmler

Mevcut literatiir incelendiginde, hi¢ antiviral tedavi almamis hastalardan elde
edilen bazal CMV izolatlarinda UL97 ve UL54 genlerinde meydana gelen bazi sekans
degisikliklerinin oldugu bilinmektedir (108, 109). Bu sekans farkliliklar1 ila¢ direnci
ile iligkisi olmayan, temel tiirler arasi dizi polimorfizmi &rnekleri olarak

diisiiniilmektedir (108). Bu goriisiin aksine, UL97 geninde saptanan H469Y, N510S ve
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D60SE gibi bazal polimorfizm degisikliklerin rekombinant fenotipik yontemle ilaca

duyarl olduklarinin kesin olarak dogrulanmasi gerektigi belirtilmektedir (110).

Hem UL97 hem de UL54 genlerinde in vitro veya in vivo olarak ilaca maruz
kaldiktan sonra, bilinen bir bazal diziden degisiklik gdstererek ilag direnciyle iliskili
olabilecek bir mutasyon da ortaya c¢ikabilmektedir. Bu iliskinin dogrulanmasi i¢in
fenotipik direng testleri ile ortaya c¢ikan bu mutasyonun degerlendirilmesi
gerekmektedir (72). Ilag maruziyetinden sonra saptanan bu mutasyonlarin fenotipik
yontemlerle dogrulanmamis olmasi genotipik yontemlerle antiviral direng calisan
laboratuvarlarin sonu¢ vermesini zorlastirmaktadir. Giincel literatiirde 20'den fazla
UL97 ve 150'den fazla UL54 dizi degisikliginin bu kategoriye girdigi bilinmektedir
(72, 111). Bu tedavi siirecinde ortaya ¢ikan mutasyonlarin, viriiste ila¢ direncine sebep
olmasa bile, direng iligkili mutasyonlarda viriisiin zayiflayan uyum yetenegine karsi
telafi edici etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, CMV DNA polimeraz geninde
K805Q aminoasit degisikligi, foskarnete kars1 yiiksek diizeyde direngle iliskili olan
T8211 mutasyonunun virlis replikasyonu iizerine olan olumsuz etkisini telafi

etmektedir (4, 112).

Tim bu bilgiler 1s18inda; fenotipik olarak karakterize edilmemis dizi
varyantlarinin, dizileme kalite kontrolii yapilmadan, ardisik numunelerdeki dizi
degisikliklerinin takibi olmadan, tedavi ge¢cmisi dikkate alinmadan ve bilinen gen
mutasyonlarina yakinligi gibi faktorler dikkatli bir sekilde analiz edilmeden direngle

iligkili oldugu varsayilmamalidir (25).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalarin Se¢imi

Bu ¢alisma, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurul tarafindan onaylanmasinin (Proje no: GO 22/264, Karar no: 2022/05-17)
ardindan Mart 2022 ile Mart 2023 tarihleri arasinda yapilmis ve Hacettepe Universitesi
eriskin, cocuk ve onkoloji hastanelerinde tedavi géren, immiin yetmezIligi bulunan ve
CMYV DNA yiikii 1000 IU/ml ve iizerinde olan hastalar dahil edilmistir. Bu proje,
Hacettepe Hastaneleri Merkez Laboratuvar Molekiiler Mikrobiyoloji birimi ile
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

CMV enfeksiyonlarmin tanist ve tedavisi icin CMV DNA yiikii, Merkez
Laboratuvar Molekiiler Mikrobiyoloji biriminde kantitatif olarak IU/ml biriminde
sonuclandirilmaktadir. Bu rutin tam1 amaciyla, ilk olarak hastalardan elde edilen
plazmalarin Merkez Laboratuvar Molekiiler Mikrobiyoloji bdoliimiinde kabulii
yapilmakta ve isleme almana kadar -20° C’de saklanmaktadir. Hedeflenen hasta
sayisina ulagildiktan sonra tam otomatize izolasyon cihazlarinda (Abbott m2000sp,
Abbott Park, Illinois, U.S.A.) CMV DNA elde edilmekte ve ger¢cek zamanl kantitatif
PZR cihazlarindan (Abbott m2000rt, Abbott Park, Illinois, U.S.A.) gelen sonuglar
yorumlanarak raporlanmaktadir. Bu islemlerin tamami iiretici firma Onerileri
dogrultusunda gergeklestirilmektedir. Giincel literatiirde direng yoniinden anlamli
virlis yukii 1000 IU/ml olarak kabul edilmekte oldugundan (95), bu sonuglardan
plazma CMV DNA yiikii 1000 IU/ml ve iizerinde olan ve ayni zamanda immdiin
yetmezIligi de bulunan hastalar belirlenip Molekiiler Mikrobiyoloji laboratuvarina
gelen plazma Ornekleri prospektif olarak toplanmistir. Yukarida belirtilen tarih
araliginda, 142 hastaya ait 364 plazma numunesi toplanmistir. Toplanan hasta
plazmalar1 isleme alinana kadar Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda -20° C’de
muhafaza edilmistir. Her bir hastadan bir plazma numunesi dahil edilecek sekilde 142
plazma ileri isleme alinmistir. Bu sartlar1 saglayan tiim katilimcilardan yazih
aydinlatilmis onam alinmistir (EK 1 ve 2). Hastalarin tanilari, tedavi ve takip
prosediirleri hasta dosyalarindan temin edilmistir. Viriis yiikii 1000 IU/ml ve iizerinde

olsa bile herhangi bir immiin yetmezligi olmayan, plazma CMV DNA yiikii 1000
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IU/ml altinda olan ve calismaya katilmayi1 reddeden hastalar ise calismaya dahil

edilmemistir.

Plazma toplama siireci tamamlandiktan sonra sirayla, plazmadan CMV DNA
izolasyonu, CMV UL97 gen boélgesinde antiviral direncin degerlendirilmesinde
kullanilan boélgeyi amplifiye edebilen spesifik primerlerin tasarlanmasi, PZR
optimizasyonu, PZR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmesi, hedef
DNA bolgesinin dizilenmesi, verilerin analizi ve mutasyon analizi islemleri

gergeklestirilmistir.

3.2.  Plazmadan Viriis DNA izolasyonu
Calismaya dahil edilen tiim hasta plazmalar1 WizPrep™ Viral DNA/RNA Mini

Kit (V2) (Jungwon-gu, Giiney Kore) manuel izolasyon kiti kullanilarak {iretici
Onerileri dogrultusunda izolasyon iglemine alinmistir. Kit silika-membran teknolojisini
kullanmaktadir ve kullanima hazir olacak sekilde temin edilmistir. Her bir plazma
numunesinin izolasyonu yaklasik 20 dakika stirmektedir. Kit igerigi; VL2 tampon, W1
tampon, W2 tampon, RNase icermeyen su, spin kolon ve 2 ml toplama tiipleri
sekildedir. Uretici onerileri dogrultusunda, 288 ml %96°lik molekiiler kullanima

uygun etanol W2 tamponuna eklenmistir.

Uretici Onerilerine uygun olacak sekilde viral DNA izolasyon prosediirii

asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

1. 100ul hasta plazmas1 1,5 ml mikrosantrifiij tiipline eklenmistir.

it.  Plazmanin {iizerine 350ul VL2 tamponu eklenmis ve c¢alkalayict
yardimiyla karistirilmagtr.

iii.  Plazma ve VL2 tamponu 10 dakika oda i1sisinda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon boyunca tiipler en az bir kere alt iist edilerek karigmasi
saglanmstir.

iv.  Bu karisim iizerine 350ul %70 etanol eklenmis ve karigmasi
saglanmistir.

v.  Numune-VL2 tampon ve alkol karisimi spin kolon igerisine alinip
dakikada 13000 tur (rpm) olacak sekilde 1 dakika boyunca santrifiij

edilmistir.
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vi.  Altta kalan soliisyon atilmistir. Spin kolona 700ul W1 Tamponu
eklenmis ve 13.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir.

vii.  Altta kalan soliisyon atilmistir. Spin kolonuna 500ul W2 Tamponu
eklenmis ve 13.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem bir
kez daha tekrar edilmistir.

viii.  Altta kalan soliisyon atilmig ve spin kolon bos olacak sekilde 13.000
rpm'de 2 dakika santrifiij edilmistir.

ix.  Spin kolon yeni 1,5 ml toplama tiipiine alinmistir. 40pul RNaz icermeyen
su eklenmis ve oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edilmistir.

x.  Inkiibasyonun ardindan 13.000 rpm'de 1 dakika santrifiij yapilmistr.
Spin kolon atilmis ve saflastirilmis viral DNA, PZR islemi icin kalip
DNA olarak kullanima hazir hale gelmistir.

Bu yonergeye uygun olacak sekilde 142 hasta plazmasinin izolasyonu
tamamlanip Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda PZR islemine kadar -80° C’de

muhafaza edilmistir.

3.3. Primerlerin Tasarlanmasi

CMV’de gansiklovir direncinden %95 oraninda UL97 gen bdlgesi sorumludur
(71). Ozellikle 300. ile 700. kodonlar arasi protein kinaz enziminin ATP ve substrat
baglayan alt boliimlerini icermesinden dolay1 tiim gansiklovir direncinin %80’1 bu
kodonlar arasinda goriilen mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (bakiniz sekil 2.8) (25).
Tiim bu sebeplerden dolayr gansiklovir direncini yiiksek oranda saptayabilmek
amaciyla PZR i¢in primer tasarimi asamasinda CMV UL97 gen bolgesinin 357 ile 645

kodonlar1 arasinda kalan ve 863 baz ¢ifti igeren kism1 hedeflenmistir.

Giincel literatiir dikkate alindiginda dogrudan plazmadan genotipik
yontemlerle CMV diren¢ testi c¢aligilabilmesi i¢in nested (yuvalanmis) PZR
onerilmektedir (113, 114). Bu caligmada da yuvalanmis PZR yontemi uygulanmistir
ve ilk olarak i¢ primerlerin tasarlanmasi i¢in hedef bolgeyi i¢ine alacak sekilde veri
seti olusturulmustur. Veri setlerini olusturma ve hizalama asamalarinda molekiiler
degerlendirme ve genetik analiz (MEGA) (V11) programi kullanilmistir (115). Veri
setleri, GenBank® veri tabaninda bulunan diziler ile olusturulmustur (116). Veri

tabanindan niikleotid dizisi arastirirken {ilkemizden veri tabanina yiiklenmis CMV
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ULY97 gen bolgesini iceren higbir veriye rastlanmamistir. Bu sebepten dizi ¢esitliligini
saglamak amaciyla dncelikle sinir iilkemiz olan Iran’dan bes bobrek nakil alicis1 hasta
ve lic HKHN alicist hasta dahil edilmistir. Yine iilkemiz gibi Akdeniz iilkeleri olan
Italya ve Fransa’dan 12 ¢ocuk hastanin kanindan direkt saptanan UL97 gen dizisi
eklenmistir. Viriisiin genetik cesitligini artirmak amaciyla Hindistan ve Japonya gibi
Dogu Asya iilkelerinden, Amerika Birlesik Devletleri’nden ve Brezilya’dan cesitli
immiin yetmezlikleri olan hastalardan direkt elde edilen niikleotid dizileri de
kullanilmistir. Veri seti toplamda 152 hastadan elde edilen viral UL97 geninden
olusturulmus ve MEGA (V11) programi kullanilarak tiim diziler hizalanmistir. Bu
hizalanan diziler lizerinde, hedeflenen bolgeyi de igerecek sekilde, en ¢ok korunmus
alanlardan i¢ primerler se¢ilmistir. Ayn1 yontem takip edilerek dis primerlerin
tasarlanmas1 da tamamlanmistir. Di1s primerlerin tasarimi asamasinda, duyarliligi
artirmak amaciyla anlamli primer dizisinin 7. pozisyonunda ‘Y’ dejenere niikleotidi
kullanilmistir. i¢ ve dis primerlerin dizilimi ve 6zellikleri sirayla Tablo 3.1 ve Tablo

3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. I¢ primer dizileri ve dzellikleri

Primer Adi | Polarite Dizi Pozisyon | Uzunluk
CMV Anlamli dizi | CGTAAGCACAGCGAGACG | 1072-1090 | 18 baz
UL97-I¢-F
CMV Tamamlayici | GCGACACGAGGACATCTT | 1935-1953 | 18 baz
UL97-ig-R | 417
Tablo 3.2. D1s primer dizileri ve 6zellikleri
Primer Ad1 | Polarite Dizi Pozisyon | Uzunluk
CMV UL97- | Anlamli dizi | CTATCGYGTGGTCAAGGTG | 1050- 19 baz
Dis-F 1069
CMV UL97- | Tamamlayic1 | TATTCGTGCAGCATGGTCTG | 1991- 20 baz
Dis-R dizi 2011
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Primer tasarimi tamamlandiktan sonra, primer sentezleri ticari firma tarafindan
gerceklestirilmistir. Sentezlenen primer dizilerinin sulandirilmasi asagida anlatildigi

sekilde yapilmistir.
Primerlerin sulandirilmasi ve primer stoklarinin hazirlanmasi

Uretici firmadan liyofilize halde alinan primerlerin PZR asamasinda
kullanilabilmesi i¢in iiretici firmanin 6nerisi dogrultusunda steril ve iyonlarindan
arindirilmis su ile ¢oziinmesi gerekmektedir. Bu asamada, i¢ anlamli primer dizi seti
663ul su ile ¢oziinerek 100 mikromolar (uM) stok primer soliisyonu hazirlanmistir.
Benzer sekilde i¢ tamamlayici primer dizisi de 1143 pl su ile ¢oziilerek 100 uM primer
stogu hazirlanmistir. D1g anlamli primer dizi seti ve dis tamamlayici primer seti sirayla
519 ul ve 733 pl su ile ¢oziinerek 100 uM stok dis primer soliisyonlar1 hazirlanmistir.
Her bir stok primer soliisyonundan 1/10 oraninda saf steril su ile diliisyon yapilarak

PZR i¢in kullanima hazir 10 uM primerler elde edilmistir.

3.4. PZR Optimizasyonu

Yukarida belirtigi lizere hedef bolgenin PZR ile ¢ogaltilmasi i¢in kalip viriis
DNA’s1 ve primer dizileri kullanim i¢in hazir hale getirilmistir. PZR i¢in gerekli olan
diger igerikler ise Taq polimeraz enzimi, enzim tamponu, MgCl,, deoksiniikleotidler
(dNTPs) ve su seklindedir. Bu ¢alismada, su hari¢ diger igeriklerin kullanima hazir
oldugu FIREPoI® 5x (Solis Bio Dyne, Estonya) reaksiyon karigimi kullanilmistir. Bu
karisimin icerigi, FIREPol® DNA polimeraz, 5x reaksiyon tamponu, 12.5 mM MgCl,,
1 mM dNTPs (her birinden 1 mM) ve PZR iiriinlerini agaroz jele yliklemek i¢in mavi
ve sar1 renkli yiikleme boyalarindan olusmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonunun
gerceklesmesi igin gerekli olan tiim igerikler tamamlandiktan sonra birinci ve ikinci

tur yuvalanmig PZR deneylerine gegilmistir.

Birinci ve ikinci tur PZR i¢in kullanilan deney igerikleri sirayla Tablo 3.3’te ve
Tablo 3.4’te gosterilmistir. Hem birinci hem de ikinci tur PZR 1s1 dongii protokolleri

birbiri ile ayni ve Tablo 3.5’te gosterildigi sekildedir.
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Tablo 3.3. Birinci tur PZR karisim igerigi ve son konsantrasyonlar

Son konsantrasyon Hacim (pul)

FIREPol® 5x kullanima hazir | 1x 4

karigim

CMV UL97-D1s-F (10 uM) 0,2 uM 1

CMV UL97-D1s-R (10 uM) 0,2 uM 1

Kalip DNA Degisken 5

Su 9

Toplam 20

Tim PZR hazirlik islemleri biyogiivenlik diizey 2 (BGD-2) kabinlerde

yapilmustir. i1k olarak 1,5 ml steril tiip igerisine, her bir reaksiyon tiipii icin, 6nce 9 ul

su konulmustur. Suyun tizerine 4 pl FIREPol® 5x kullanima hazir karisim ve 1 pl

olacak sekilde CMV UL97-Dis-F ve CMV UL97-Dis-R primerlerinden eklenmistir.

Hazirlanan bu karisim her bir reaksiyon tiipiine 15 pl olacak sekilde dagitilmistir.

Karisimlar1 dagitma islemi dahil tiim basamaklar soguk blok iizerinde yapilmistir.

Tipler sikica kapatilip hastalardan izole edilen kalip DNA’lar1 eklemek i¢in ikinci

BGD-2 olan kabine gecilmistir. Ardindan her bir karisim iizerine 5 pl kalip DNA

eklenmis ve tiipler kapatilmistir. Sonugta deney hacmi 20 pl olmustur. Tablo 3.5’te

belirtilen 1s1 dongii protokolii Techne TC-3000G (Keison Products, ingiltere) 1s1 dongii

cihazinda uygulanmistir. Tiim deneylerde kontaminasyon kontrolii i¢in negatif kontrol

ve reaksiyon kontrolii i¢in pozitif kontrol tiipleri test edilmistir.

Tablo 3.4. ikinci tur PZR karisim igerigi ve son konsantrasyonlar

Son konsantrasyon Hacim (ul)

FIREPol® 5x kullanima hazir | 1x 4

karisim

CMV UL97-1¢-F (10 uM) 0,2 uM 1

CMYV UL97-I¢-R (10 uM) 0,2 uM 1

1. tur PZR irtinu Degisken 5

Su 9

Toplam 20
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Birinci tur PZR 1s1 dongii protokolii yaklasik 120 dakikada siirmektedir.
Ardindan ikinci tur polimeraz zincir reaksiyonuna gecilmistir. Reaksiyon igerigi
hazirlanirken birinci turda anlatilan protokolden fark, kalip DNA ve CMV UL97-1¢-F
ve CMV UL97-I¢-R primerlerin kullanilmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Kalip
DNA olarak ise birinci tur PZR {iriiniinden 5 pl alinarak reaksiyon tiipiine eklenmistir
(bakiniz Tablo 3.4). Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra birinci turun 1s1 dongi
protokoliiniin aynis1 uygulanmistir. Sonugta hedeflenen gen bdlgesine ait iiriinler elde
edilmis ve triinlerin agaroz jel elektroforezinde goriintiileme asamasina gegilmistir.
Goriintiileme sonuglart baz alinarak yuvalanmis PZR deneyleri i¢in duyarlilik

calismasi yapilmistir.

Tablo 3.5. PZR 1s1 dongii protokolii

On denatiirasyon 94 °C 5 dk
Denatiirasyon 94 °C 30 sn
Baglanma 54 °C 1 dk 30 dongii
Uzama 72 °C 1 dk
Son uzama 72 °C 5dk
Bekleme 4°C Sonsuz

3.5.  PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Her bir deneyin ardindan sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla PZR {irlinleri
%1,5 agaroz jelde goriintiilenmistir. Goriintiileme sirasinda gereken agar, Tris-Borik
asit-EDTA (TBE) tamponu ve ¢ift zincirli DNA’nin jel igerisinde goriinmesini
saglayan SafeView™ (Applied Biyolojik Uriinleri, Kanada) malzemeleri ticari olarak
temin edilmistir. Elektroforez tanki, giic kaynagi ve goriintiileme sistemleri Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Molekiiler Laboratuvari’ndan saglanmustir. Uriinlerin
goriintiilenmesi asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:
i. 100 ml % 1,5 agaroz soliisyonu hazirlamak i¢in 100 ml 1x Tris-Borik
asit-EDTA (TBE) tamponu igerisine 1,5 gram (gr) agar ilave edilmis ve

kaynatilmistir.



51

ii.  Agaroz, ¢ozelti haline geldikten sonra 5 pl SafeView™ klasik (Applied
Biyolojik Uriinleri, Kanada) eklenmis ve iyice karistirilmustir.
iii.  Agaroz ¢ozeltisi tarak yerlestirildikten sonra jel tepsisine bosaltilmis ve
15 dk donmasi beklenmistir.
iv.  Agaroz ¢ozeltisi donduktan sonra tarak ¢ikarilmistir. Jel elektroforez
tepsisi haznesine yerlestirilmis ve elektroforez yiiriitme tanki 500 ml 1x
TBE elektroforez tamponu ile doldurulmustur.
v.  PZR firiinleri yiiklemeye hazir boyalar icerdigi i¢in dogrudan 5 ul
hacimde jel igerisindeki kuyucuklara ytiklenmistir.
vi.  Her bir goriintiileme ¢alismasinda ilk ve son kuyucuklara 100 baz ¢ifti
araliklarla artan DNA ladder yiiklenmistir.
vii.  Ornekler 120 volt ve 30 amper altinda 40 dk boyunca yiiriitiilmiistiir.
viii.  Sonuglar jel goriintileme sisteminde analiz edilmistir (UVP

BioSpectrum Multispectral Imaging System, ABD).

Hasta plazmalarindan elde edilen tiim kalip viriis DNA izolatlarina yukarida
anlatildig1 gibi 6nce PZR ile hedef ¢ogaltma ve ardindan agaroz jelde goriintiilleme
islemleri uygulanmigstir. Gorilintiileme islemleri sonucunda 142 hasta Orneginin
77’sinde hedeflenen bolgede amplikon saptanmis ve dizi analizi islemine kadar -20 °C
muhafaza edilmistir. Hedef bolge bandi saptanmayan PZR dirlinleri tibbi atik

prosediirlerine uygun olarak atilmis ve ilgili hastaya ait deneyler tekrar edilmistir.

3.6.  PZR Uriinlerinin Dizi Analizlerinin Yapilmasi

Bu ¢alismada, PZR sonucu elde edilen tiriinlerin dizi analizleri Sanger yontemi
ile hizmet alim1 seklinde gergeklestirilmistir. Dizileme asamasinda ilk olarak iiriinler
tekrar agaroz jelde ylriitiilmiis ve ultraviyole altinda jelden kesilerek dizileme oncesi
saflastirma islemine alinmistir. Ardindan ddNTP’lerin kullanildig1r dizileme PZR
gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonun ardindan elde edilen farkli uzunluktaki iirtinler
Sephadex ® ile jel filtreleme metodu kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilan bu
iriinler, tam otomatik kapiller elektroforez dizileme cihaz1 ile dizilenmis ve

elektroferogram dalgalari elde edilmistir.
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3.7. DNA Dizi Verilerinin Analizi

DNA dizi analizleri tamamlandiktan sonra elde edilen elektroferogramlarin
analiz edilerek niikleotid dizilerine doniistiiriilmesi agamasina gelinmistir. Bu asamada
ilk olarak elde edilen elektroferogram dalgalarinin hedeflenen UL97 gen bdlgesine ait
oldugunu degerlendirmek icin MEGA (v11) yazilimi kullanilarak Temel Yerel Uyum
Arama Aract (BLAST) iizerinden tarama yapilmistir (115). Taramalar sonucunda tim

dizilerin hedeflenen gen bolgesine ait oldugu saptanmistir.

Elde edilen dizilerin hedef bolgeye ait oldugu goriildiikten sonra analiz
islemine gecilmistir. Bu analiz isleminde Unipro UGENE™ (v46) yazilim programi
kullantlmistir (117).

Analiz asamasinda her bir hastaya ait olan anlamli ve tamamlayici zincirler ve
bu zincirlerin ortaya ¢ikmasini saglayan elektroferogram dalgalar1 program yardimiyla
hizalanmistir. Hizalama isleminde Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi’nden (NCBI)
edinilen NC 006273.2:141798-143921 susuna ait UL97 gen dizisi referans olarak
kullanilmistir. Anlamli ve tamamlayict dizilerin birlikte degerlendirilmesi sonucunda
ortak bir uzlagma dizisi elde edilmistir. Referans dizi, anlamli, tamamlayic1 ve uzlasma

dizilerinin degerlendirildigi bir 6rnek Sekil 3.1°de gosterilmistir (117).

Referans NC_00627:

Uzlasma:
¥ 2F Anlamh zincir — 427

GGIGI e

v -
2R Tamamlayici zincir «—

Sekil 3.1. Referans dizi, anlamli dizi, tamamlayici dizi ve elde edilen uzlasma
dizilerinin degerlendirildigi bir hasta 6rnegi (Unipro UGENE™
(v46))

Tiim hastalar i¢in bu analiz islemi yapilmis ve her hastada saptanan CMV hedef
bolgesine ait uzlagsma dizileri elde edilmistir. Bu asamadan sonra c¢aligmanin son

asamasi olan mutasyon analizine gecilmistir.
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3.8.  Mutasyon Analizi
Her bir hastadan elde edilen hedef bolgeye ait uzlasma dizileri, UL97 gen

bolgesinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan gansiklovir direnci
acisindan degerlendirilmistir. Bu islem i¢in daha once ¢esitli viriislerde goriilen ilag
direncini genotipik olarak saptayan bir mutasyon diren¢ analiz platformu olan
“Mutation Resistance Analyzer (MRA)” lizerinden yapilmistir (105, 118). Bu platform
haftada bir literatiir taramasi yapmakta ve tanimlanan yeni bir mutasyon varsa
platforma yiiklenmektedir. Platformun en son igerik gilincellemesi 17 Ekim 2022

tarihinde yapilmistir (118).

Analiz edilen uzlagma dizisinde eger mutasyon varsa, ila¢ direnci ile iligkili
mutasyon, genetik polimorfizmle iligkili mutasyon, fenotipi belirsiz mutasyon ve veri

tabaninda olmayan mutasyon seklinde siniflandirilmaktadar.

3.9.  Istatiksel Analiz
Verilerin analizinde IBM® SPSS® Statistics 28.0.1 paket programi

kullanilmistir. Sayisal degerler normal dagilima uymadig: i¢in ortanca ve g¢eyrekler
aras1 genislik degerleri verilmistir. Tedaviye yanitsizlig1 olan ve olmayan iki grup
arasinda sayisal degiskenler karsilagtirilirken, Fisher exact ki-kare testi kullanilmas,
kategorik degiskenler igin Mann-Whitney U testi kullanilmustir. Istatistik anlamlilik
seviyesi p<0,05 olarak kabul edilmistir.
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Bu calismaya, dahil olma kriterlerini saglayan 142 hasta alinmustir.

Katilimcilarin 89’u (%62,7) erkek, 53’1 (%37,3) kadindir. Hastalarin yas1 en kiigiik 0

iken, en bliylik 81 ve ortanca yas 37’dir. Cocuk hasta sayis1 47 (%61), eriskin hasta

say1s1 95°tir (%39). Calismaya dahil edilen hastalarin 54’1 kemik iligi transplantasyon
(HKHN) {initesi (%38,0), 15’1 organ nakil initesi (%10,5), 28’1 ¢ocuk ve eriskin

hematoloji boliimii (%19,7), 12’si ¢ocuk immiinoloji boliimii (%8.4), 8’1 ¢ocuk

enfeksiyon hastaliklar1 bolimii (%5,6), 4’1 eriskin enfeksiyon hastaliklar1 boliimii

(%2,8) ve 21’1 ise diger boliimlerde (genel dahiliye, romatoloji, onkoloji) (%14,7)

takip edilen hastalardan olusmaktadir. Hastalarin tedavi edilen boliimlere gore dagilim

sayis1 ve yiizde oranlar1 Tablo 4.1°te gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin tedavi edilen boliimlere gore dagilimi ve ytizde oranlari

Boliim Adi Hasta Sayisi (n) Yiizde (%)
Kemik iligi transplantasyon {initesi 54 38,0
Cocuk-eriskin hematoloji bolimii 28 19,7
Diger boliimler (Genel Dahiliye, Romatoloji, 21 14,7
Onkoloji)

Organ nakil tinitesi 15 10,5
Cocuk immiinoloji bolimii 12 8,4
Cocuk enfeksiyon hastaliklar 8 5,6
Eriskin enfeksiyon hastaliklari 4 2,8
Toplam 142 100

Deneyler sonucunda 142 hastanin 77’sinde mutasyon analizi yapilabildigi i¢cin

verilerin degerlendirilmesi 77 hasta {izerinden yapilmistir. Hastalar1 gruplara

ayirmadan yapilan degerlendirmede iki hastada akciger tutulumu (%2,6), iki hastada

GIS tutulumu (%2,6) ve ili¢ hastada retina tutulumu (%3,9) oldugu goriilmiistiir.
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Hastalarin olas1 organ tutulumlar ele alindiginda ise yedi hastada akciger (%9,1), iki
hastada GIS (%2,6) ve iki hastada ise olas1 SSS enfeksiyonuna (%2,6) rastlanmistir.
Hastalarin 63’iinde (%81,8) ise herhangi bir kesin veya olast CMV hastalig1 odag:
diistiniilmemistir. Hastalara ait kesin ve olasi organ tutulumlarinin siklik ve yiizde

dagilimlari sirayla Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te ele alinmustir.

Tablo 4.2. CMV organ tutulumlarinin siklik ve yiizde dagilimi

CMYV Hastahg Hasta (n) Yiizde (%)
Retinit 3 3,9
CMYV pndmonisi 2 2,6
CMV gastrointestinal sistem hastalig1 2 2,6

Tablo 4.3. Olast CMV organ tutulumlarmin siklik ve yiizde dagilimlar

Olas1 odak Hasta (n) Yiizde (%)
Kesin veya olas1 odak yok 63 81,8
Akciger 7 9,1
GIS 2 2,6
SSS 2 2,6

GIS: Gastrointestinal sistem, SSS: Santral sinir sistemi

Tiim hastalar degerlendirmeye alindiginda tedavi baglanan hasta sayisinin 61
(%79,2) oldugu goriilmiistiir. Bu hastalardan 52°si (52/61) CMV viremisi i¢in tedavi
alirken 9 hasta ise kesin ya da olas1 CMV hastalig1 tanisina yonelik tedavi almistir. Elli
alt1 hastanin tedavisinde gansiklovir kullanilmistir. Gansiklovir tedavi siiresi en az ii¢
giin en uzun 180 giin ve ortanca 21 giin olarak saptanmistir. Valgansiklovir tedavisi ise
14 hastaya, en kisa 10 giin, en uzun 385 giin ve ortanca 41 giin olacak sekilde
uygulanmistir. Ug hastanin tedavisinde foskarnet kullanilmistir. Foskarnet kullanim
stiresi en kisa alt1 gilin, en uzun 42 giin ve ortanca 12 giin olmustur. Caligmaya dahil
edilen sadece iki hastaya sidofovir tedavisi verilmis olup bu tedaviler iki doz ve ii¢ doz

seklinde uygulanmaistir.

Hastalarin tan1 aninda viral yiik ortanca 7687 IU/ml, en az 1100 IU/ml ve en

yiiksek 2107745 1U/ml olarak bulunmustur. Hastalarin takiplerinde en yiiksek viral
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yiikiin ortanca 25203 IU/ml (en az 1000 IU/ml- en yiiksek 100000000 IU/ml) oldugu
goriilmiistiir. 46 hasta serumunda anti-CMV IgM arastirilmis ve 4 (4/46) hastada
pozitif bulunmustur. Benzer sekilde 46 hastada anti-CMV IgG varlig1 degerlendirilmis
ve 44 (44/46) hastada pozitif oldugu goriilmiistiir. Hastalarin CMV enfeksiyonu
tanisindan sonraki 6liim hizlarina bakilacak olursa ilk 30 giin i¢inde 13 (13/77), ilk 60
giin icinde ise 22 (22/77) hastanin hayatin1 kaybettigi goriilmustiir.

Hastalarin tedaviye yanit durumlar incelendiginde, sekiz (8/77) hastanin etkin
tedaviye yanitsiz, iki (2/77) hastanin olas1 yanitsiz, 51 (51/77) hastanin ise tedaviye
yanith oldugu anlagilmistir. Hastanin vefat etmesi, kendi istegi ile tedavi takibinden
¢ikmasi, tedavi takibi i¢in gereken kontrol plazma numunesinin alinmamis olmasi gibi
sebeplerden dolay1 tedavi yanitinin degerlendirilmesi siireci 16 (16/77) hastaya

uygulanamamustir.

Hastalar ayn1 zamanda altta yatan immiin yetmezlik sebebine gore giincel
literatiire uygun olarak gruplar halinde incelenmistir. Bu hasta gruplari, HKHN
alicilari, solid organ transplantasyonu (SOT) yapilan hastalar, HIV ile yasayan
bireyler, konjenital CMV enfeksiyonu ile dogan bebekler, hematolojik hastalig1 olan
kisiler ve bu hastalik gruplarina dahil olmayan diger hastalar seklindedir (8, 25, 50,
59). Bu gruplarda bulunan hasta sayilar1 ve yilizde oranlar1 Tablo 4.4’te ifade edilmistir.

Tablo 4.4. Hastalarin immiin yetmezlik sebebine gore siklik ve yiizdeleri

Immiin yetmezlik sebebi Siklik (n) Yiizde (%)
HKHN 32 41,5
Hematolojik 23 29.8
Diger hastaliklar 10 12,9
SOT 7 9,1
HIV 3 3,9
cCMV 2 2,6
Toplam 77 100

HKHN: hematopoetik kdk hiicre nakli, SOT: solid organ transplantasyonu, HIV: insan immiin yetmezlik
viriisi, cCMV: konjenital CMV enfeksiyonu
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Oncelikle gansiklovir direncine sebep olan mutasyonlarin hasta gruplarina gére
dagilimi incelenmistir. Diren¢ saptanan hastalarin ikisi de HKHN alicis1 hasta
grubunda olsa da gruplar arasinda diren¢ yoniinden anlamli bir fark saptanmamistir
(p=0,610). Hasta gruplarinda direng analizi yapilan kisi sayis1 ve diren¢ dagilimi Tablo

4.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.5. Hasta gruplarinda direng analizi yapilan kisi sayis1 ve direng dagilimi

HKHN | SOT | HIV |c¢CMYV | Hematolojik | Diger

n=32 n=7 n=3 n=2 n=23 n=10
Direncli | 2 0 0 0 0 0 p=0,610
hasta (%6,3)
sayis1
(n)

cCMV: konjenital CMV enfeksiyonu
n: direng analiz sonucu elde edilen hasta sayisi

4.1.1. HKHN Hastalarinin Ozellikleri

Calismaya alinan hasta gruplari igerisinde 32 (%41,5) hasta ile en biiylik grubu
HKHN alicilar1 olusturmaktadir. Bu hastalardan 27 (%84,3) allojenik HKHN alicisi
iken besi otolog HKHN alicisidir. Bu gruptaki hastalar altta yatan temel hastalik
acisindan heterojen bir gruptur. Bu gruptan 24 hastaya nakil oncesi anti-CMV IgG

bakilmis ve 22 hastanin pozitif iki hastanin negatif oldugu goriilmiistiir.

Hastalarin klinikleri incelenecek olursa ii¢ hastada olas1 akciger tutulumu ve
bir hastada CMV pndmonisi oldugu goriilmiistiir. CMV pndémonisi tanisi alan hasta
A594V mutasyonu goriilen hastadir. Yine bu grupta iki hastada GIS tutulumu ve iig
hastada retina tutulumu goriilmiistiir. CMV retiniti tanisi ile tedavi edilen bir hastada
ise M460V direng iligkili mutasyonu goriilmiistiir. Bir AIDS hastasinda goriilen

akciger tutulumu hari¢ tiim CMV hastaliina sahip olan hastalar bu gruptadir.

Tedavi yanitlarina bakildiginda, tiim hasta gruplari icerisinde etkin tedaviye
yanitsiz olan sekiz hastanin da bu gruba dahil oldugu anlasilmistir. Yine etkin tedaviye
olas1 yanitsiz bir hastanin bu grupta oldugu goriilmektedir. On sekiz hasta tedaviye
yanit verirken bes hastanin tedavi yanmiti degerlendirilememistir. HKHN alicisi

hastalardan dordii tedavi asamasinda vefat etmistir.
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4.1.2. SOT Hastalarimn Ozellikleri

SOT yapilan hastalardan alt1 tanesine bobrek, bir tanesine de karaciger nakli
yapilmistir. Hastalardan {i¢ tanesi kadindir. SOT hastalarinin higbirinde olas1 ya da
kesin organ tutulumu goriilmemistir. Hastalar tedavi amaciyla ortalama 27,3 giin
gansiklovir, 42 giin valgansiklovir kullanmiglardir. SOT hastalariin altis1 etkin
tedaviye yanith iken, bir hastanin tedavi yanitt degerlendirilememistir. Hastalarin
tamaminda nakil 6ncesi anti-CMV IgM negatif, anti-CMV IgG pozitif bulunmustur.
Iki hasta ise tedavi takibinde kaybedilmistir.

4.1.3. HIV ile Yasayan Bireylerin Ozellikleri

Bu ¢alismada ii¢ hastada HIV enfeksiyonuna bagli AIDS tablosu ortaya ¢ikmis
ve bu hastalar firsatct CMV enfeksiyonu tanisi ile takip edilmistir. Hastalardan iki
erkek biri kadindir. Hastalarin yas ortalamasi 40 ve ortanca yas 44 seklindedir.
Hastalarin birinde otopsi ile dogrulanmis CMV pndmonisi saptanmustir. iki hastaya
gansiklovir tedavisi verilmis ve ortalama tedavi siiresi 13 giin olarak bulunmustur. Bir
hastaya ise li¢ doz sidofovir tedavisi uygulanmistir. Bir hasta hari¢ diger hastalar
tedaviye yanit vermislerdir. Hastalarin tamami, derin immiin yetmezlik sebebiyle,

takip esnasinda hayatlarini kaybetmislerdir.
4.1.4. Konjenital CMV Enfeksiyonu Bulunan Hastalarin Ozellikleri

Calismaya dahil edilen 77 hastanin ikisinde cCMV enfeksiyonu mevcuttur.
Hastalarin tamaminda anti-CMYV IgM antikorlar1 arastirilmis ve birinde pozitif oldugu
goriilmiistiir. Bu hastalarm bir tanesinde olas1 SSS tutulumu bulgular1 saptanmis ve bu
hasta 180 giin boyunca gansiklovir tedavisi almistir. Diger hastalar da tedavi siireci
tamamlanana kadar gansiklovir tedavisi almiglardir. Bu hastalarda gansiklovir tedavi

yanitsizli1 gelismemistir.

4.2.  Plazmadan Viral DNA izolasyonu ve PZR Bulgulari

Calismaya dahil edilen 142 hastaya ait 142 plazma Ornegine viral DNA

izolasyon islemi uygulanmistir. Yukarida anlatildigi sekilde plazma izolatlar1 PZR
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islemine alinmis ve elde edilen sonuglar degerlendirilmistir. 142 hasta plazmasinin 77
(%54,2) tanesinde hedef bolgeye uygun bant goriiliirken 65 (%45,78) hastaya ait viral
DNA izolatinda bant saptanmamuistir. Ticari ger¢ek zamanli kPZR platformu temel
alindiginda, viral DNA yiikii 1000 IU/ml ve iizerinde olan hastalar i¢in ¢alisma
duyarlilig1 %54,2 olarak bulunmustur. Bant saptanmayan hastalarin izolatlarina tekrar
PZR islemi uygulanmis ancak yine hedef bolgede bant goriilmemistir. Bes hasta
lizerinde yapilan bir PZR deneyine ait goriintii Sekil 4.1°de gosterilmistir.

(op)
1500
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Sekil 4.1. Bes hasta lizerinde yapilan PZR sonucunun goriintiilenmesi. A) Baz uzunlugu
100 baz cifti halinde artan DNA ladder (Genedirex Cat:DM001-R500). B)
Pozitif kontrol. C) viriis yiikii 2000 IU/ml olan hasta izolat1 (hedef bolgede
bant oldugu goriilmekte). D) viriis ylikii 5800 IU/ml olan hasta izolat1 (hedef
bolgede bant oldugu goriilmekte). E) viriis yiikii 3700 [U/ml olan hasta izolati
(hedef bolgede bant saptanmamuistir). F) viriis yiikii 12300 [U/ml olan hasta
izolat1 (hedef bolgede bant oldugu goriilmekte). G) viriis yiikii 137000 IU/ml
olan hasta izolat1 (hedef bolgede bant oldugu goriilmekte). H) Negatif kontrol.

4.3. DNA Dizi Analizi Bulgular:

Hedef bolgede bant saptanan 77 hastanin verileri UGENE™ (v46) programi
kullanilarak analiz edilmistir (117). Analiz asamasinda bu hastalarin tamaminda
gansiklovir direncini degerlendirmek tlizere anlamli ve tamamlayici diziler

birlestirilerek uzlagma dizisi elde edilmistir. Elde edilen dizi, mutasyon saptayan ve
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mutasyonun dirence etkisini analiz eden platforma (MRA) yiiklenmis ve direng
sonuclari degerlendirilmistir. (118).

Diren¢ analizi sonucunda iki hastada gansiklovir direncine sebep olan
mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlarin M460V ve A594V seklinde sirayla 12 ve 37
numarali hastalarda oldugu goriilmiistiir. Iki hastada da tedaviye klinik yanitsiz viremi
ve ayni zamanda organ tutulumu mevcuttur. Gansiklovir direncine sebep olan
mutasyon saptanan bu iki hastanin direng 6zellikleri asagida ele alinmistur.

Direng iligkili mutasyon saptanan hastalardan ilki, 12 numarali hasta, ii¢
yasinda erkek olup, kombine immiin yetmezlik sebebiyle allojenik HKHN yapilmaistir.
Tekrarlayan CMV enfeksiyonlari ile takip ve tedavi edilmektedir. {1k kez kanda viremi
saptandiktan sonra hastalik gelismesini Onlemek amaciyla valgansiklovir tedavisi
baslanmugtir. Sistemik muayenesinde iki goziinde de CMV retiniti ile uyumlu bulgu
oldugu goriilmiistiir. Etkin tedaviye ragmen hastanin géz bulgular ilerlemis ve bu
bulgularin iizerine SSS belirtileri de eklenmistir. Hastanin klinigi CMV kaynakl1 olasi
SSS tutulumu yoniinde degerlendirilmistir. Tedaviye gansiklovir (IV) ile devam
edilmis olmasina ragmen tedavi yanit1 alinamamistir. Bu sekilde hasta belirli
araliklarla 385 gilin boyunca gansiklovir/valgansiklovir tedavisi almigtir. Hastanin
tedavisine foskarnet ile devam edilmistir. 42 giinliik foskarnet tedavisinin ardindan
SSS bulgular1 tamamen diizelmistir. Ancak goz bulgular1 azalmakla birlikte tam
lyilesme saglanamamustir. Gansiklovir tedavisinin 12. aymda alinan plazma 6rnegine
antiviral direng testi uygulanmig ve M460V mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyon
sonucunda gansiklovir tedavisine kars1 orta diizeyde direng (5-15 kat) ortaya ¢ikmistir
(25, 72, 110, 119). Hastanin ayaktan takibi devam etmektedir. Hastanin plazmasinda
saptanan mutasyon dizisi ve ortaya ¢ikan direng sirayla Sekil 4.2. ve Sekil 4.3°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. 12 numarali hastaya ait dizi verisi. UL97 geninin 1378. pozisyonundaki
‘Adenin’ niikleotidinin yerini hem anlamli zincir hem de tamamlayici
zincirde mutasyon sonucu ‘Guanin’ niikleotidinin aldig1 goriilmektedir
(Sekil {izerinde isaretlenmistir). Sonucta ‘Metiyonin’ aminoasidinin
kodlanmas1 gerekirken ‘Valin’ aminoasidi kodlanmis ve bu mutasyon
gansiklovir direnciyle sonuglanmistir (sekil, Unipro UGENE™ (v46)
programindan alinarak Tiirk¢eye uyarlanmistir).

vl b [l [ ==ttt |
= Veri tabaninda olmayan mutasyon = Belirsiz fenotipe sahip mutasyon
== fla¢ direncine sebep olan mutasyon = Genetik polimorfizmle iliskili mutasyon

Sekil 4.3. On iki numarali hastaya ait MRA (118) platformu {izerinden alinan
mutasyon analiz sonucu. Yesil ¢izgi platforma yiiklenen 12 numarali
hastaya ait dizi uzunlugunu gostermektedir. M460V mutasyonu kirmizi
cizgi ile vurgulanmistir (sekil, MRA (118) platformundan alinarak
Tiirk¢eye uyarlanmistir).

Direng iligkili mutasyon saptanan 37 numarali hasta ise yaygin degisken
immiin yetmezlik (CVID) tanisi olan 14 yasinda kadin hastadir. Hasta tekrarlayan alt
solunum yolu enfeksiyonlari, gecirilmis CMV pnémonisi ve CMV viremisi ile takip

ve tedavi edilmektedir. CMV hastaligin1 6nleyici tedavi a¢isindan anlamli olan ilk PZR
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sonucundan sonra gansiklovir (IV) tedavisi baglanmistir. Damardan tedavi
tamamlandiktan sonra agizdan valgansiklovir idamesiyle taburcu edilmistir.
Valgansiklovir idamesi devam ederken ates ve genel durum bozuklugu sikayetiyle
hastaneye bagvurmustur. Yapilan laboratuvar c¢alismalar1 sonucu klinik tedaviye
yanitsiz CMV enfeksiyonu tanisi koyularak valgansiklovir kesilmis gansiklovir (IV)
tedavisine gecilmistir. Hasta aralikli olacak sekilde toplam 300 giin gansiklovir
tedavisi almistir. Gansiklovir tedavisi devam ederken, gecirilmis CMV pnoémonisi de
diisiiniilerek hastaya damar i¢i insan antikoru (IVIG) tedavisi de uygulanmustir.
Hastada klinik tedaviye yanitsiz CMV hastalig1 olsa da uzun siire sonunda alt solunum
yolu hastalig1 diizelmis ve kandaki CMV yiikii 1000 IU/ml’nin altina indirilmistir.
Virolojik direnci arastirmak i¢in tedavinin yedinci ayinda alinan plazma o6rnegine
yonelik yapilan genotipik direng testinde A594V mutasyonu saptanmistir. Bu
mutasyon sonucunda gansiklovir tedavisine karsi orta diizeyde direng (5-15 kat)
varlig1 virolojik diizeyde gosterilmistir (110, 120). Bu hasta ¢ocuk immiinoloji ve
cocuk enfeksiyon klinikleri tarafindan ayaktan takip edilmekte ve kanindaki CMV
DNA yiikii 1000-2000 IU/ml arasinda bulunmaktadir. Hastada saptanan mutasyon
dizisi ve ortaya ¢ikan direng sirayla Sekil 4.4. ve Sekil 4.5°te gosterilmistir
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Sekil 4.4. 37 numaral1 hastaya ait dizi verisi. UL97 geninin 1781. pozisyonundaki
‘Sitozin’ niikleotidinin yerini hem anlamli zincir hem de tamamlayici
zincirde mutasyon sonucu ‘Timin’ niikleotidinin aldig1 goriilmektedir
(sekil Tlzerinde isaretlenmistir). Sonugta ‘Alanin’ aminoasidinin
kodlanmas1 gerekirken ‘Valin’ aminoasidi kodlanmis ve bu mutasyon
gansiklovir direnciyle sonuclanmistir (Sekil, Unipro UGENE™ (v46)
programi kullanilarak Tiirk¢eye uyarlanmistir).
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Sekil 4.5. Sekilde 37 numarali hastaya ait MRA (118) platformu {izerinden alinan
mutasyon analiz sonucu goriilmektedir. Yesil ¢izgi platforma yiiklenen 37
numarali hastaya ait dizi uzunlugunu gostermektedir. A594V mutasyonu
kirmizi ¢izgi ile vurgulanmistir (sekil, MRA (118) platformundan alinarak
Tiirkceye uyarlanmaistir).

Genotipik direng analizi sonucu gansiklovir direnci saptanan hastalara ait diger

laboratuvar ve klinik 6zellikler Tablo 4.6’da ele alinmastir.

Tablo 4.6. Direnc iliskili mutasyon saptanan hastalara ait diger laboratuvar ve klinik

ozellikler
Ozellik 12 numarah hasta 37 numaral hasta
Yas (y1l) 3 14
Cinsiyet Erkek Kadin
Immiin yetmezlik sebebi | HKHN HKHN
Aldig1 tedavi (Val) Gansiklovir* | Foskarnet | Gansiklovir
Tedavi siiresi (giin) 385 42 185
Tani viriis yiiki (IU/ml) 3781 58543
En yiiksek wvirlis yikii | 2448704 11858455
(IU/ml)
Anti-CMV IgM Pozitif Pozitif
Anti-CMV IgG Pozitif Pozitif
Tedaviye yanitsizlik® Evet Evet
Organ tutulumue Retinit, olas1 SSS enfeksiyonu | Pnémoni

? Hasta araliklarla hem gansiklovir hem valgansiklovir tedavisi almistir.
b (95) numarali kaynaga gore degerlendirilmistir.
¢(50) numarali kaynaga gore degerlendirilmistir.
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Calismada yapilan analiz sonucunda 77 hastanin besinde (%6,5), gansiklovir
direncine olan etkisi bilinmeyen {i¢ farkli mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlarin,
A427T bir hastada (105 numarali hasta), A435V bir hastada (32 numarali hasta) ve
geriye kalan ii¢ hastada ise A5421 (59, 90 ve 110 numarali hastalar) seklinde oldugu
goriilmiistiir. Ilgili hastalara ait dizilerde saptanan mutasyonlarin direng fenotipleri
MRA platformunun veri tabaninda bulunmamaktadir. Giincel literatiirde bu
mutasyonlarin fenotipik dirence etkisini ortaya koyan bir yayin bulunmamaktadir (4,
25, 72, 76, 121, 122). Bu mutasyonlar ve mutasyonlarin saptandigi hastalara ait
ozellikler Tablo 4.7’ de gosterilmistir.

A427T mutasyonun saptandigi hasta major histokompatibilite kompleksi sinif
Il mutasyonu olan bir yasinda erkek ¢ocuktur. Yapilan HKHN sonrasinda CMV
viremisi saptanmig ve ardindan valgansiklovir tedavisi uygun dozda baslanmistir.
Hastada tekrarlayan CMV enfeksiyonu nedeniyle aralikli olarak toplamda 122 giin
valgansiklovir tedavisi almistir. Hastada, olasi ya da kesin CMV hastalig1 belirti ve
bulgusuna rastlanmamistir. Genotipik diren¢ analizi sonucunda hastada A427T
mutasyonu bulunmus olsa da antiviral tedaviye yanitsizlik gelismemistir. Hastanin

ayaktan takibi devam etmektedir (bakiniz Tablo 4.7).

Direng iligkisi bilinmeyen mutasyonun saptandigi diger hasta juvenil
miyelomonositik I6semi tanisi ile HKHN yapilan bes yasinda erkek ¢ocuktur. Nakil
sonrasi gelisen CMV enfeksiyonu nedeniyle toplamda 71 giinliik gansiklovir tedavisi
almis ve bu siirecte CMV’nin sebep oldugu organ tutulumu gelismemistir. Hastada
yapilan diren¢ analizinde A435V mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyon hastada
tedaviye yanitsiz enfeksiyona sebep olmamistir. Hastanin takibi devam etmektedir

(bakiniz Tablo 4.7).

V542 mutasyonu ti¢ farkli hastada saptanmistir. Bu hastalardan ilki ani gelisen
solunum yetmezIligi nedeniyle acile getirilen ve ardindan pndmoni 6n tanisi ile yogun
bakima yatirilan 27 yasinda erkek hastadir (59 numarali hasta). Hastane sisteminden
hastada HIV enfeksiyonu oldugu ve antiretroviral ilaglarin1 kullanmadig1 6grenilmis
ve tetkiklerinde AIDS tablosunda oldugu goriilmiistiir. Hastaya CMV pndmonisi 6n
tanistyla gansiklovir tedavisi baglanmigtir. Yatistan iki hafta sonra hasta vefat etmistir.

Yatisinda 12 giin gansiklovir tedavisi almistir. Yapilan otopsi sonucunda akciger
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dokusunda CMV hastalig1 gosterilmistir. Hasta, CMV pndmonisinin tedaviye yanitini
degerlendirebilmek icin gerekli siire dolmadan vefat ettiginden dolay1 tedavi yaniti
acisindan degerlendirmeye alinamamustir (bakiniz Tablo 4.7). V5421 mutasyonunun
saptandig1 ikinci hasta ise interlokin-10 (IL-10) gen defekti tanisi alan ve ardindan
HKHN yapilan bir yasinda erkek c¢ocuktur (90 numarali hasta). Hasta CMV
enfeksiyonu nedeniyle toplamda 72 giin gansiklovir tedavisi almigtir. Tedavi boyunca
ilaca yanitsizlik ortaya c¢ikmamistir. Hastanin takibinde CMV organ hastalig
gelismemistir. Hastanin ayaktan takibi devam etmektedir (bakiniz Tablo 4.7). S6z
konusu mutasyonun goriildiigii son hasta folikiiler non-Hodgkin lenfoma (NHL) tanisi
olan 44 yasinda erkek hastadir. Hasta CMV enfeksiyonu icin onerilen 21 giinlilk
gansiklovir tedavisini tamamlamistir. Sonrasinda hastada CMV enfeksiyonu veya
hastalig1 gelismemistir. Hasta eriskin hematoloji tarafindan ayaktan takip edilmektedir

(bakiniz Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Direng iliskisi bilinmeyen mutasyonlarin saptandigi hastalarin 6zellikleri

Mutasyon A427T A435V V5421
Hasta 105 32 59 90 110
numarasi
Immiin HKHN HKHN AIDS HKHN | Hematolojik
yetmezlik
Organ Yok Yok Pnémoni Yok Yok
tutulumu
Aldig: . . . . . . . . . .
tedavi Valgansiklovir | Gansiklovir | Gansiklovir | Gansiklovir| Gansiklovir
Tedavi
siiresi 122 71 12 72 21
(Giin)
Tedaviye Hayir Hayir Uygulanamaz Hayir Hayir
yanitsizhkP Y Y ¥ y Y
Sag kalim Yastyor Yasiyor Exitus Yastyor Yastyor
Major Juvenil Interlokin- Folillé{;l-ler
Temel | histokompatibilite | Miyelomon HIV .
! o . 10 (1L-10) Hodgkin
hastalik | kompleksi simif II ositik enfeksiyonu .
. gen defekti lenfoma
mutasyonu Losemi (NHL)

%(50) numaral1 kaynaga gore degerlendirilmistir.

5(95) numarali kaynaga gore degerlendirilmistir.
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Hedeflenen gen bolgesinin dizi analizi sonucunda iki (%2,6) hastada genetik
polimorfizmle iliskili olan D605SE mutasyonu saptanmistir (72, 98). Bu hastalarin ilki
68 yasinda, eslik eden otoimmiin hastalik tedavisi i¢in immiin baskilayici ilag
kullanmakta olan bir kadin hastadir. Plazma numunesinde CMV DNA saptanan
hastaya gansiklovir tedavisi verilmemis, bunun yerine immiin baskilayici tedavinin
dozu azaltilmistir. Sonrasinda CMV viremisi saptanamayacak diizeyin altina

gerilemistir. Hastanin takibi devam etmektedir.

D605SE mutasyonu saptanan diger hasta akut miyeloid I6semi tanis1 sonrasinda
yart uyumlu vericiden HKHN yapilan 32 yasinda kadin hastadir. Hasta organ tutulumu
olmaksizin CMV viremi tedavisi i¢in aralikli olacak sekilde 54 giin gansiklovir
tedavisi almistir. Tedavi boyunca gansiklovire karsi yanitsizlik gelismemistir. Bu

hastaya ait mutasyon analizi Sekil 4.6’da gosterilmistir.

s Belirsiz fenotipe sahip mutasyon

mmmmmm {lac direncine sebep olan mutasyon mmmmm Genetik polimorfizmle iliskili mutasyon

Sekil 4.6. Genetik polimorfizmle iligkili mutasyon saptanan hastaya ait MRA (118)
platformu ilizerinden alinan analiz sonucu. Yesil ¢izgi platforma yiiklenen
hastaya ait dizi uzunlugunu gostermektedir. D60SE mutasyonu mavi ¢izgi
ile vurgulanmistir (sekil, MRA (118) platformundan alinarak Tiirk¢eye
uyarlanmistir)
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5. TARTISMA

Immiin sistem yetmezligi olan hasta gruplari, nakil uygulamalar1 ve immiin
sistemi baskilayan enfeksiyonlarin artmasiyla birlikte giin gectik¢e daha yaygin hale
gelmektedir. Bu durum ise firsatgt CMV enfeksiyonlarinin goriilme sikligim
artirmakta ve dogal olarak CMV organ hastalig1, antiviral ilag direnci, tedavi siireleri
ve maliyetlerinde artis olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Solid organ transplantasyonu
yapilan hastalarda, nakledilen organin reddedilmesini 6nlemek amaciyla, kullanim
onay1 alan yeni immiin baskilayici ilaglarin kullanima girmesiyle birlikte bu hasta
grubunda CMV enfeksiyonlarinin = goriilme sikligi  artmistir  (123). HIV
enfeksiyonlarinin yonetiminde HAART tedavisinin kullanima girmesiyle birlikte
CMYV organ tutulumlart azalsa da HIV bulasinin yayginlagmasiyla birlikte HIV ile
yasayan bireylerin sayisinin zamanla arttigr akilda tutulmahdir (124). Tim bu
nedenlerden dolay1r 6lim ve ciddi kalici hastaliklarin 6nlenmesi i¢in CMV
enfeksiyonlarinin erken tani1 ve tedavisi dnem kazanmustir. Etkin tedaviye ragmen
hedeflenen yanitin alinamadig1 durumlarda ise laboratuvarlar tarafindan direng iliskili
mutasyonlarin arastirilmast hayati 6neme sahiptir. Direncin gosterilmesiyle birlikte
tedavi yaklasimlar1 degistirilmekte ve bu durum 6liim, hastalik gelisimi ve maliyetlerin

azaltilmasi gibi katkilar saglamaktadir.

Calismamizda 32 hasta HKHN alicis1 olup, bu grupta klinik bulgular ele
alindiginda ii¢ hastada olast akciger tutulumu, bir hastada kesin pndmoni saptandigi
goriilmektedir. Literatlirde Grundy ve ark. 1987 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada proflaksi
ve Onleyici tedavi almayan seropozitif HKHN alicilarinda nakil sonras1 %15 oraninda
CMYV pnoémonisi gelistigi bulunmustur (125). Etkin proflaksi ve 6nleyici tedavilerin
kullanima girmesiyle birlikte giiniimiizde bu oranin %2-%6 arasina geriledigi
goriilmektedir (126). Siiphesiz, klinik olarak bu gelismenin ardinda, nakilden sonra
kazanilmis T hiicre yanitinin baskilandigi donemde medikal tedavilerin CMV
replikasyonunu durdurmasi yatmaktadir. Waller ve ark. CMV’ye 6zgiil T hiicre yaniti
lizerine yaptiklari ¢alisma bu bilgiyi giiclii bir sekilde desteklemektedir (127). Liu ve
ark. Cin’de, 488 HKHN alicis1 ile yaptiklar1 ¢aligmada CMV kaynakli akciger
tutulumunun %4,9 oldugu gosterilmistir. Ayrica s6z konusu ¢alismada %1.2 oraninda

GIS tutulumu ve bir (%0,2) hastada ise SSS tutulumu oldugu saptanmistir (128).
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Calismamizda kesin ve olas1 akciger tutulumlar birlikte diistiniilecek olursa, HKHN
alicilarinda %12,5 (4/32) oraninda akciger tutulumu oldugu goriilmiistiir. Bu sonug
literatiir ile uyumludur. S6z konusu hastalara verilen anti-CMV tedavisiyle birlikte
olas1 ve kesin akciger tutulumu olan HKHN hastalarinin bir yillik sag kalimi
%100°diir. Ayrica bu hasta grubunda %6,25 (2/32) oraninda GIS tutulumu olmas1 da
literatiirle uyumludur.

HKHN alicilarinin  CMV  agisindan tedavi yaklasimlar1 incelendiginde,
calismaya dahil edilen 77 hasta igerisinde giincel etkin tedaviye yanitsiz olan sekiz
hastanin tamaminin HKHN alicist oldugu goriilmektedir. Hastalarin tamamina
gansiklovir tedavisi verilmistir. Gilincel rehberlere bakilacak olursa; CMV
enfeksiyonlarinin 6nlenmesi i¢in en az iki haftalik (val) gansiklovir tedavisi verilmeli
ve ardindan idame tedavisine gecilmelidir (8). Bu yaklasim hasta grubumuza aynen
uygulanmaktadir. Ayrica, letermovir Avrupa ve ABD’de CMV seropozitif HKHN
alicilarinda proflaksi amaciyla kullanim onay1 almistir (8, 59). Toplumumuzda CMV
seropozitifligi gbz online alindiginda, letermovirin 6nce laboratuvar ¢alismalariyla ve
ardindan klinik ¢aligmalarla klasik tedaviye yanitsiz hastalar {izerinde etkinliginin
arastirilmasi gerekmektedir. Sonuglar tedavi basarisi, yan etki profili, hastalik, 6liim
ve maliyet agisindan degerlendirilmelidir.

Etkin tedaviye klinik yanitsizlik tanimi yapilirken bazi1 6nemli noktalara dikkat
edilmelidir. Bunlardan ilki, tedaviye yaniti degerlendirmek i¢in baslangic zamam
olarak hastadan alinan 6rnek zamani degil, hastaya tedavinin ilk uygulandigi an
baslangi¢c zamani kabul edilmelidir. Diger 6nemli sorun ise, 6zellikle cocuk hastalarda,
agizdan valgansiklovir tedavisinin ayaktan uygulanmasi sirasinda yasanmaktadir.
Hasta, verilen tedaviye yeterli uyumu saglayamazsa CMV reaktivasyonu ile hastaneye
gelmekte ve hastaya yanlis olarak tedaviye yanitsiz CMV enfeksiyonu tanisi
koyulmaktadir. Bu asamada hasta takibini yapan hekim ile laboratuvar hekiminin
hastay1 birlikte degerlendirmesi hayati 6nem arz etmektedir.

Calismamizda yedi hastaya SOT yapilmis ve hicbir hastada olas1 ya da kesin
CMV hastaligr saptanmamistir. Bu bulgunun sebebi gruptaki hasta sayisinin kismen
az olmas1 ile aciklanabilir. Nakil oOncesi anti-CMV IgG antikorlar1 hastalarin
tamaminda pozitiftir. Giincel rehberlere bakilacak olursa ¢alismamizdaki tim SOT

alicilar orta risk grubuna dahil olmaktadir (25). Rehberlerde orta riskteki hastalara {i¢
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aylik valgansiklovir proflaksisi ya da hastalik gelisimini Onleyici tedavi yaklagimi
Onerilmektedir (25). Calismaya alinan SOT alicis1 hastalara da bu yaklasim
uygulanmustir.

Maribavir, standart tedaviye yanitsiz nakil alicilarinda kullanim onayini
almistir (93). Ozellikle standart tedaviye yanitsiz nakil hastalarindan izole edilen CMV
suslarina maribavirin in vitro etkisi arastirmaya acik bir alandir.

Calismamiza dahil olma sartlarina uyan {ic HIV hastas1 dahil edilmistir. Bu
hastalardan bir tanesi CMV pnomonisi sebebiyle kaybedilmistir. Kaybedilen bu
hastanin HAART tedavisine uyumsuz oldugu bilinmektedir. Diger hastalarda herhangi
bir organ tutulumu bulunmamaktadir. Literatiir incelendiginde o6zellikle HAART
tedavisinden once AIDS tablosundaki hastalarda %20-40 oraninda firsatgt CMV
enfeksiyonlarmin ortaya c¢iktigir goriilmektedir (58). HIV tedavinde HAART
yaklagimindan sonra CMV enfeksiyonlarinin azaldigi goriilmiistiir (124). Bu durum
ozellikle kazanilmis hiicresel immiin yanitin yeniden yapilanmasinin CMV
enfeksiyonlarinin 6nlenmesindeki 6nemini acik¢a ortaya koymaktadir.

Retinit, HIV hastalarinda en sik goriilen firsatgt CMV hastaligidir (22).
Caligmamiza dahil edilen hastalara bakildiginda retinit tablosunun saptanmadigi
goriilmektedir. Gruptaki hasta sayisinin az olmasi ve hastalarin derin immiin yetmezlik
nedeniyle hizla kaybedilmeleri, bu durumun nedenleri arasinda diistiniilebilir.

HIV hastalarinda CMV enfeksiyonlarinin tedavi yaklagimi nakil alicilarindan
farklidir. HIV hastalarinda CMV proflaksisi onerilmemekte, bunun yerine gelisen
hastaligin (val) gansiklovir ile tedavi edilmesi ve ardindan idame tedavisine gegilmesi
onerilmektedir (129). Ancak uzun donem gansiklovir tedavisinin antiviral direng
gelisimine sebep olabilecegi unutulmamalidir. Bu noktada, HIV hastalarinda CMV
hastalig1 gelistikten sonra idame tedavisinin etkinlii ve idame tedavinin verilmesi
yerine hastalik gelismesini Onleyici tedavinin karsilastirildigi klinik c¢alismalara
ihtiyac vardir. Bu klinik etkinlik ¢alismalar1 esnasinda CMV’ye 6zgiil hiicresel yanit
da ¢alismalara kontrollii olarak eklenebilir.

Calismamizda toplam iki konjenital CMV enfeksiyonu hastasi ¢alismaya dahil
edilmistir. Hastalardan sadece bir tanesinde olasi SSS tutulumu bulunmaktadir.

Konjenital CMV enfeksiyonunun kesin tanis1 yasamin ilk 21 giin igerisinde idrarda
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CMV’nin gosterilmesiyle koyulmaktadir (130). Anti-CMV IgM yol gdsterici olmakla

birlikte kesin tan1 i¢in kullanilmamaktadir.

Antiviral direng, fenotipik ve genotipik yontemler kullanilarak
arastirilmaktadir. Genotipik yontemler uygulama kolayligindan dolay1r daha yaygin
olarak tercih edilmektedir. Genotipik testi uygulayabilmek i¢in gerekli olan CMV
genomu, hastadan alinan numunenin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilarak izole edilebilecegi
gibi numuneden direkt CMV DNA’sinin izolasyonuyla da elde edilebilir. Hiicre
kiltirii, emek yogun olmasi, deneyimli personel ihtiyaci, sonuglarin
tekrarlanabilirliginin diisiik olmas1 ve CMV replikasyonunun yavas gerceklesmesi gibi
sebeplerden dolay1 daha az tercih edilmektedir. Bundan dolayi, insanlarda hastalik
etkeni olan diger viriislerde oldugu gibi, CMV i¢in de direkt numuneden elde edilen
viriis DNA’sinin genotipik yontemler kullanilarak antiviral direng¢ arastirilmast,

olanaklar1 olan laboratuvarlar tarafindan tercih edilmektedir.

Genotipik yontemlerle viral direng ¢alisma siirecinde en énemli asamalardan
ilki numuneden direkt CMV DNA izolasyon asamasidir. Bu asama hastadan
numunenin alinmastyla baslayip PZR islemine kadar siirmektedir. Bu ¢aligmada 142
plazma numunesi CMV DNA izolasyon islemine alinmis ancak 77 (%54,2) hastada
hedef bolge amplifikasyonu saptanmistir. Hasta plazmalar1 rutin laboratuvar
islemlerinde, 6nce -20 °C’de dondurulmakta, yeterli plazma sayisina ulasilinca igleme
alinirken tekrar ¢oziilmektedir. Hasta sonuclar1 ¢ikana kadar (bazen 3 giin siirmekte)
tiim plazmalar 4 °C’de bekletilmekte, sonuglar onaylandiktan sonra tekrar -20 °C’de
saklanmaktadir. Bu caligmada bant saptanamayan hastalarin bazilarinin DNA
izolasyonuna hazirlik asamasinda kaybedildigi diisiiniilebilir. Bu konuda yapilan
calismalara bakilacak olursa, Xie ve ark. (131) diisiik, orta ve yiiksek seviye CMV
DNA yiikleri olan 30 hastaya ait plazma numunelerini 0. giinden 21. giline kadar
4°C’de bekletmislerdir, ardindan 0, 1, 2, 3, 7, 14 ve 21. gilinlerde bu hastalarin
plazmalarindan gercek zamanli kPZR tekrar1 yaparak saptanan virlis ylkiindeki
degisimleri aragtirmiglardir. Higbir hasta grubundaki viriis ylikiinde istatiksel olarak
anlamli degisiklik saptanmamistir. S6z konusu ¢alismada, plazmalarin dondur-¢6z
islemi yapilmadan, siirekli 4 °C’de tutulmus olmas1 viral DNA yiikiinde degisiklik

olmamasini saglamis olabilir.
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Roberts ve ark. bobrek nakli yapilan 10 hastaya ait tam kan numunesini 4
°C’de ve oda 1sisinda 6, 24, 48 ve 72 saat bekleterek CMV enfeksiydz virion titresi ve
CMYV DNA viriis yiikiinliniin degisimini arastirmiglardir (132). Bu arastirma i¢in hem
hizl1 hiicre kiiltiirii yontemini (Shell-vial) hem de kPZR yontemlerini kullanmislardir.
Sonugta, hizli hiicre kiiltiiriiniin duyarlilig1 her iki sicaklik ortaminda da 24 saatin
sonunda %50 oraninda azalmistir. Buna karsilik, tiim saat dilimleri ve sicaklilarda
tekrarlanan kPZR deneylerinde ise CMV DNA vyiikleri arasinda anlamli fark
saptanmamistir. Bu ¢alismadan da anlasilacag iizere hasta numunelerini kisa siireli
ayni sicaklikta bekletmenin kPZR ile CMV DNA yiikleri iizerine etkisi ihmal
edilebilir.

Tarafimizca yapilan bu calismada hasta plazma numuneleri yaklasik bir yil
boyunca ileriye doniik olarak toplanmistir. Ayrica hasta plazmalarmin belli zaman
araliginda fakli sicaklik degerlerinde beklemis olmasi da ¢alismamizdaki viral DNA
yiikiinde azalma olmasi ihtimalini desteklemektedir. DNA izolasyon ve PZR deneyleri
esnasinda yeni numunelerde, eski numunelere oranla daha ¢ok pozitiflik saptanmis

olmasi (paylasilmamis veri) da bu ihtimali desteklemektedir.

Hedeflenen plazma sayisina ulasildiktan sonra viral DNA izolasyon deneyleri
gergeklestirilmistir. Bu asamada gere¢ ve yontem boliimiinde anlatilan manuel ticari
kit kullanilmistir. Manuel ticari kitlerin performanslart farkli numune tiplerine, farkl
caligma hacim ve siirelerine ve manuel testi uygulayan kisiye gore degisebilmektedir.
Bu nedenle her bir ticari kitin performans 6zellikleri degisiklik gostermektedir. Ayrica

yiiksek hasta sayis1 olan laboratuvarlar i¢in de emek yogun yontemlerdir.

Gary Fahle ve ark. alt1 tane ticari viral DNA izolasyon kitini karsilastirdiklar
caligmalarinda (133) ¢esitli klinik numunelere belli oranlarda CMV DNA eklemisler
ve ticari kitlerin performanslari bu numuneler iizerinden degerlendirmislerdir. Alti
ticari kitin tamami 200 plak olusturan birim (pfu)/ml {izerindeki tim viriis
konsantrasyonlarini saptamistir. Buna karsin iki tane kitin alt saptama sinir degeri 4 ve
0.4 pfu/ml olarak bulunmus, diger dort kit bu seviyeleri saptayamamigtir. Buradan da
anlasilacagi lizere manuel ticari kitlerin farklt duyarlilikta olmasi en Onemli
dezavantajlaridir. Klinik tan1 amaciyla kullanilacak manuel kitlerin her bir calisma i¢in

validasyon testlerinin ardindan sonuclarin onaylanmasi gerektigi unutulmamalidir.
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Rutin laboratuvar pratigine kPZR platformlarmin girmesiyle birlikte manuel
kitler yerini otomatik izolasyon cihazlarina birakmiglardir. Bu sistemlerin dogruluk ve
tekrarlanabilirlik performanslar1 daha yiiksek ve platformlar arasi sonuglar daha
uyumludur. Tsai ve ark. CMV DNA yiikiinii saptamak amaciyla klinik laboratuvarlarda
genis kullanim alan1 bulan iki farkli otomatik izolasyon ve bu izolasyon sistemlerine
bagh gercek zamanli kPZR platformunun performans 6zelliklerini, alinan sonuglarin
uyumunu ve bu platformlarin is akisini karsilastirmislardir (134). Sonugta alt sinir
saptama degerleri, is akislari ve sonug¢ verme siireleri farkli olsa da DSO
standardizasyonu dikkate alindiginda bu iki platform arasinda sonug¢lar uyumlu olarak
bulunmustur. Sabatier ve ark. viral niikleik asit izolasyon isleminin yeni nesil dizileme
yontemi ile alinan okuma sonuglarina etkisini arastirmak icin bir adet manuel viral
niikleik asit izolasyon kiti ve iki adet de otomatik viral niikleik asit izolasyon
platformunu degerlendiren bir calisma yapmislardir (135). Bu calismada klinik
orneklerle birlikte yapay ornekler de olusturularak calisilmistir. Her ii¢ izolasyon
yontemi tiim Orneklere uygulanmis ve elde edilen viral niikleik asit izolatlar: ileri
isleme alinmistir. Manuel izolasyon kiti ile yapilan izolasyon islemi ile alinan okuma
oranlar1 diger izolasyon islemlerine oranla daha az bulunmustur. Ayrica yapay olarak
tiretilen numunenin manuel kit ile izolasyonunda kontaminasyon oraninin anlaml
seviyede yiiksek oldugu saptanmistir. Hi¢ kuskusuz, bu sonucun ortaya ¢ikmasinda
manuel kitlerin performans 6zelliklerinin farkli olmasi, kitlerin tasima ve kullanim
yontemlerinin degisiklik gostermesi, deney esnasinda yapilan manipiilasyonlar ile
kontaminasyona agik olmasi gibi faktorler baslica rolii oynamaktadir. Tiim bunlarla
birlikte, her bir klinik ve arastirma laboratuvart en uygun niikleik asit izolasyon

yontemini kendi ihtiyaclar1 dogrultusunda secerek kullanmalidir.

Calismamizda 142 plazma numunesinin 65 (%45,7) tanesinde hedef bolge
amplifikasyonu saglanamamistir. Yukarida anlatilan bilimsel c¢aligmalar 15181inda,
siiphesiz ki, ticari manuel kit ile yapilan DNA izolasyon deneyi esnasinda kayiplar
olmustur. Nitekim, negatif sonu¢ alinan 65 hasta i¢in ayn1 DNA izolatlar1 ile PZR
deneyi tekrar edilmis ve tekrar sonuglarinin hicbirinde pozitiflik saptanmamaistir. Bu
bulgu ise izolasyon islemi ve Oncesinde viral DNA kayiplarinin olma ihtimalini
desteklemektedir. Ayni1 izolattan PZR tekrar1 yerine, en bastan ayni plazmadan

izolasyon igleminin tekrar yapilmasi ve elde edilen bu yeni izolatlar ile PZR deneyinin
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tekrarlanmasi daha akilci goriinmektedir. Bahsedilen varsayimlarin niine gegmek i¢in
viral DNA izolasyon islemi sonrasinda tiim izolatlar i¢in elde edilen DNA miktar1 ve
saflig1 6lclilmelidir. Yaptigimiz ¢alismada, her ne kadar yontemsel bir ¢alisma olmasa
da izolasyon deneyleri sonrasinda DNA miktarinin ve safliginin 6l¢iilmemis olmasi bu

calismanin 6nemli kisitliliklarindan birini olusturmaktadir.

Viral DNA izolasyon deneylerinin tamamlanmasinin ardindan yuvalanmig
PZR c¢alismalarina baglanmistir. Geleneksel yontem ile yaptigimiz bu deneylerin uzun
siirmesi, emek yogun olmasi, kontaminasyona agik olmasi, hedef bolge cogaltma
isleminden sonra goriintiilleme ihtiyacinin olmasi ve duyarliligin diisiik olmasi1 gibi
dezavantajlar1 olsa da amplifikasyon iiriinlerinin dizi analizinde kullanilacagi i¢in bu
yontem uygulanmistir. Ramamurthy ve ark. gergek zamanli PZR ile geleneksel PZR
karsilastirmak icin 147 BOS o6rnegini kullandiklar1 bir calisma yapmislardir. Bu
calismada SSS tutulumu yapan HSV-1, HSV-2, VZV, CMV ve EBV viriislerinin
saptanmas1 amaglanmistir. Genel olarak, tiim numune setinde ger¢cek zamanli PZR 88
(%59,9) pozitif sonug verirken, geleneksel PZR 6 (%4,1) pozitif sonu¢ vermistir.
Calismamizda, gergek zamanli kPZR ile viriis yiikii 1000 IU/ml ve iizerinde olan 142
plazma numunesinden 77 tanesi pozitif bulunmus ve yuvalanmis PZR duyarliligimiz

%354,2 olarak literatiire gore beklendigi gibi sonuglanmistir.

PZR deneylerinin duyarliligimi bircok faktor etkilemektedir (136). Bunlar
arasinda deneyin karigim igerigini olusturan bilesikler ve DNA replikasyonunu
gerceklestiren enzimin aktivitesi 6ne ¢ikmaktadir. Calismamizda, kullanima hazir
karigim ile deneylerin yapilmis olmasi reaksiyon bilesenlerinin optimize edilmesini
kolaylastirmistir. Deneylerde sadece primerler ve kalip DNA hacimleri disardan
eklenerek kullanima hazir karigim ile PZR optimize edilmistir. PZR deneylerine dahil
edilen kalip DNA miktar1 ve safliginin ¢alisma oncesinde Olclilmemis olmasi bu
calismanin kisitliliklarindan biridir. Calismamiz, bir yontem ¢alismasi olmadigindan
dolay1 DSO referans standartlar1 temel aliarak izolasyon ve PZR duyarlik deneyleri
yapilmamistir. Bunun yerine duyarlilik calismalari, DSO standartlar ile uyumlu olan
ticari gercek zamanli kPZR platformu temel alinarak yapilmistir ve duyarlilik orani

%54,2 olarak bulunmustur.



74

Plazma oOrneklerinin ve hasta bilgilerinin ileriye doniik olarak toplanmig
olmasi, calismaya katilan hasta sayisinin yiliksek olmasi, deney calismalarinin ayni
malzemeler ve gerecler kullanilarak sabit kullanicilar tarafindan gergeklestirilip

yorumlanmasi da ¢alismamizin gii¢lii yanlarini olusturmaktadir.

Calismamizda toplam 142 plazma numunesinden 77’sinde (%54,2) hedef
bolgede dizi verisi elde edilmistir. Bu 77 dizinin analizinde ise iki (%2,6) hastada
direng iliskili mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlar M460V ve A594V seklindedir.
Calismamizda saptadigimiz bu mutasyonlar tiim gansiklovir direncini %80’inden

sorumlu olan yedi mutasyondan ikisidir (4, 25, 72).

Literatiirde antiviral ilag diren¢ oranlart hasta gruplarina baglh olarak %0 ile
%10 arasinda degismektedir (8). Hantz ve arkadaslarinin Fransa’da 346 nakil hastasi
ile yaptiklar1 genis katilimli ¢aligmada gansiklovir direncinden sorumlu olan UL97 ve
UL54 gen bolgelerindeki mutasyonlar arastirilmistir (73). Calismaya dahil edilme
kriteri etkin tedaviye ragmen 21. Giinde kanda CMV DNA saptanmast olarak
belirlenmistir. Sonugta 346 nakil hastasinin 37’sinde klinik diren¢ diisiiniilmiis ve
bunlarin 18’inde Sanger dizileme yontemiyle direng iliskili mutasyon gosterilirken,
19’unda gosterilememistir. Calismadaki toplam direng oran1 %5,2 (18/346) oldugu
goriilmektedir. Bu oran calismamizda buldugumuz diren¢ oranimin iki katidir.
Stiphesiz ki, bu durumun muhtemel sebeplerinin basinda ¢alismamizda sadece UL97
gen bolgesinin ATP baglayan alt birimine ait 287 aminoasit igeren kisminin
degerlendirilmis olmasi gelmektedir. Dolayisiyla, ¢aligmamiza katilan hastalarda
hedeflenen alanlarin disinda kalan hem UL97 hem de UL54 gen bdlgelerindeki
mutasyonlardan kaynakli direng ortaya ¢ikmis olabilir. Her ne kadar tiim gansiklovir
direncinin %80’ine sebep olan gen bolgesi ¢aligmamizda arastirilmis olsa da direng
iligkili tiim genlerin analiz edilmemis olmas1 c¢alismamizin kisitliligim
olusturmaktadir. Calismamiza dahil edilen hastalarin gansiklovir direnciyle iliskili tiim
genlerin analizine devam edilmesi gerekmektedir. Hantz ve arkadaslarinin
caligmalarinda genotipik testlerin yaninda fenotipik testlerin de uygulanmig olmasi
yanlis negatif sonuglarin 6niine gegerek bu calismanin etki giiciinii artirmistir. Ancak
yine de klinik olarak diren¢ beklenen 19 hastada virolojik direng gdsterilememistir. Bu

durumun sebepleri ise kanda ve hedef dokudaki ila¢ konsantrasyonunun yeterli diizeye
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ulasamamig olmasi, in vitro ilaca maruziyet siliresinin kisa olmasi veya direng
testlerinin  belli saymin altindaki direngli poplilasyonu saptayamamasiyla

acgiklanmaktadir (100).

Ulkemizde gansiklovir direnciyle ilgili yapilan arastirmalar ayn1 merkezden
yapilan iki ¢aligma ile sinirli kalmaktadir. Bunlardan ilki, Delice ve ark. 30 immiin
yetmezligi bulunan hastanin geriye doniik katilimiyla yaptiklart ¢alismadir (137). Bu
hastalarda elde edilen CMV DNA’larinda gansiklovir direnci ile iligkili mutasyonlarin
saptanmasi i¢in UL97 gen bolgesinde 420-664 kodonlarini, UL54 gen bolgesinde ise
261-588 ve 740-987 kodonlarini kapsayan gen bolgelerinin dizi analizini yapmislardir.
Sonugta bir hastada UL97 gen bolgesinde M460V mutasyonu ve bir hastada ise UL54
gen bolgesinde L802M mutasyonunun varhigini gostermislerdir. Buradan da
anlasilacagi iizere M460V mutasyonu tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yaygin
goriilmektedir. S6z konusu ¢alismadaki toplam mutasyon orani1 %6,6 (2/30) olarak
bulunmustur. Bu oranin c¢alismamizdaki orandan fazla olmasi daha fazla gen
bolgelerinin analiz edilmis olmasindan kaynaklanabilir. Ancak gansiklovir direnciyle
iligkili tim genlerin analiz edilmemis olmasi bu ¢alismanin, bizim ¢aligmamizda
oldugu gibi, eksikliklerinden biridir. Ayn1 merkezden yapilan diger calismada ise
Coskun ve arkadaslart 49 hastanin katilimiyla UL97 gen bolgesindeki 420-664 arasi
kodonlar1 gansiklovir direnci agisindan degerlendirmislerdir. Bu ¢calismada gansiklovir
direnci ile iligkili M460I, C592G ve C670S mutasyonlarim1 saptamislardir. Direng
saptama orani bu ¢alismada %6,1 olarak bulunmustur. Bu ¢alismadaki diren¢ oranin
bizim caligmamiza gore yliksek olmasinin sebebi direng analizi yapilan hastalarin
secilme kriterlerindeki farkliliklardan kaynaklanmis olabilir. Calismamiza dahil edilen
hasta sayist, lilkemizde yapilan iki calismadan da fazladir. Bu durum ¢alismamizin etki

giiclinii artirmaktadir.

Calismamizda direng saptadigimiz hastalar1 degerlendirecek olursak, M460V
mutasyonu ii¢ yasinda, etkin tedaviye yanitsiz erkek hastada saptanmistir. Bu
mutasyon sonucunda gansiklovir tedavisine orta diizeyde diren¢ ortaya ¢ikmustir.
Literatiirde bu mutasyonun fenotipik olarak degerlendirildigi ¢aligmalar asagida ele

alinmastir.
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Smith ve ark. klinik CMV izolatlar ile yaptiklar1 deneyler, ilk ¢aligmalardan
birisidir (138). UL97 ve UL54 gen bolgelerindeki mutasyonlarinin antiviral direng
olusturmadaki 6nemini arastirmak i¢in, gansiklovire direncli 28 klinik CMV izolatinin
fenotipik (PRA yoOntemi) ve genotipik karakterizasyonunu yapmislardir. Fenotipik
karakterizasyon sonucu iki CMV susunda UL97 gen bolgesinde izole M460V
mutasyonu bulmuslardir. Bu suslar, kontrol amaciyla kullanilan duyarli susla

karsilastirildiklarinda, gansiklovire karsi orta diizeyde direngli bulunmuslardir.

Chou, 2010 yilinda, gansiklovir tedavisi altinda olan hastalardan izole ettigi
CMV suslarinin UL97 gen bolgesinde saptanan polimorfizmlerin gansiklovir
direncine olan etkisini aragtirmistir (110) ve rekombinant fenotiplendirme yontemiyle
bu calismay1 gerceklestirmistir. Bu calismada M460V mutasyonu olan klinik suslarda

standart laboratuvar susuna oranla yaklasik dokuz katlik bir direng artis1 gosterilmistir.

Drew ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada ise 16 klinik izolatin anti-CMYV ilaglara kars1
olan duyarlilig1 fenotipik ve genotipik olarak aragtirilmistir (89). Bu 16 izolatin bir
tanesinde M460V mutasyonu saptanmis ve standart duyarli sus ile karsilagtirildiginda,

bu mutant susta gansiklovire kars1 yaklasik sekiz kat direng artis1 oldugu gosterilmistir.

Yukarida deginilen bilimsel ¢alismalar 15181inda M460V mutasyonu olan klinik
CMV susglarinda gansiklovire orta diizeyde (5-15 kat) direncin ortaya ciktig
goriilmektedir. Giincel literatiirde diren¢ saptanan hastalarin tedavi yonetimi i¢in
rehberlerde kesin Oneriler bulunmamaktadir (8). Bununla birlikte, Kotton ve ark. gore
antiviral direng testleri sonucunda gansiklovir tedavisine kars1 bes kat ve {lizerindeki
direng artisinda tedavi degisikligine gidilmelidir (139). Calismamizda da literatiire
uygun olarak M460V mutasyonu saptanan hastanin yonetiminde gansiklovir tedavisi
kesilerek yerine foskarnet ile devam edilmis ve beklenen klinik ve virolojik yanit
goriilmiistiir. Ulkemizde CMV tedavisinde kullanilan ilaglara fenotipik ya da genotipik
direng calismalari oldukg¢a sinirlidir. Yiiksek hasta sayisi ile yapilan bu ¢calismamizda,
ileriye doniik olarak, gansiklovir tedavisine karsi direng saptanmasi ve arastirma
amaciyla da olsa tedaviye yol gosterici olmasi ¢alismamizin gii¢lii yanlarindan birini

olusturmaktadir.
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Calismamizda gansiklovir direnciyle iliskili ikinci saptanan mutasyon, A594V,
14 yasindaki kadin hastada goriilmistiir. Literatiire bakilacak olursa; Chou ve ark.
UL97 protein kinaz geninin 591 ila 603 kodonlarindaki mutasyonlarin sebep oldugu
gansiklovir direncinin etki diizeyini arastirmislardir (140). Bu c¢alismada A594V
mutasyonunun gansiklovir tedavisine karst 6,6 katlik dirence sebep oldugu
gosterilmistir. Drouot ve ark., gansiklovir direnci ile iliskili ¢oklu mutasyon
saptadiklar1 bir HKHN vakasi yaymlamislardir (141). Bu vakada saptanan
mutasyonlardan biri de UL97 genindeki A594V mutasyonudur. Yaptiklar1 fenotipik
direng analizinde s6z konusu mutasyonun gansiklovir tedavisine kars1 yaklasik 6 katlik
direng artisina sebep oldugunu gostermislerdir. Drew ve ark. yaptiklari ¢alismada ise
16 klinik izolatin anti-CMV ilaglara kars1 olan duyarlilig1 fenotipik ve genotipik olarak
arastirilmistir (89). Bir klinik izolatta A594V mutasyonu saptanmis ve standart duyarl
sus ile karsilastirildiginda, bu mutant susta gansiklovire karsi yaklasik 10 kat direng

artist oldugu gosterilmistir.

Klinik izolatlar lizerinde yapilan fenotipik ¢aligmalar, A594V mutasyonunun
orta diizeyde (5-15 kat) gansiklovir direncine sebep oldugunu gostermektedir.
Yukarida deginildigi lizere gilincel rehberlerde direngli CMV enfeksiyonlarinin
yonetiminde kanit diizeyinde 6neri bulunmamaktadir (8). Bunun yerine uzman goriis
onerileri bulunmaktadir (25). Calismamizda ilgili mutasyonun saptandigi hastada
agizdan valgansiklovir tedavisi kesilmis ve damardan gansiklovir tedavisi
baslanmigtir. Literatlir verileri goz Oniline alinarak hastaya, gecirilmis CMV
pnomonisinden dolay1, damar i¢i insan immiin globiilin (IVIG) tedavisi de eklenmistir.
Hasta bu siiregte etkin tedaviye klinik yanitsizlik kriterlerini saglasa da ge¢mis
tedaviler ve hastaya ait konak faktorler g6z 6niinde bulundurularak gansiklovir tedavi
dozu artirllarak devam edilmistir. Hastanin plazmasinda CMV DNA yiikii {i¢ ay sonra
1000 TU/ml altima inmistir. Takip kontrol tetkiklerinde diisiik diizey virlis yiikii

izlenmeye devam edilmektedir.

Bu hasta 0zelinde, medikal tedavi disinda, hastanin CMV’ye kars1 6zgiil
hiicresel yaniti, altta yatan immiin yetmezlik sebebi ve organ tutulumunun seviyesi
gibi bircok faktériin CMV enfeksiyonunun gidisatin1 etkiledigi goriilmektedir.

Literatiir incelenecek olursa, gansiklovir tedavisinin kullanilmadig1 donemde Quinnan
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ve ark. HKHN sonrasinda CMV enfeksiyonu olan 43 hastay1 ele alan bir ¢alisma
yapmuglardir (142). Tiim hastalarda enfeksiyon baglamadan once CMV’ye 06zgiil
sitotoksik lenfosit aktivitesinin diisiik veya hi¢ olmadigini saptamislardir. Hayatta
kalan hastalarin tiimiinde CMV’ye 0zgiil sitotoksik yanit gelisirken, Oliimciil
enfeksiyonu olan sadece iki hastada diisiik diizeyde CMV’ye 6zgiil sitotoksik yanit
oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alismadan da anlasilacagi iizere, medikal tedavi
almayan hastalarda da etkene 6zgiil kazanilmis immiin yanit sayesinde enfeksiyonun

tyilesmesi miimkiin gériinmektedir.

Reusser ve ark. HKHN alicilarinda, CMV’ye 6zgiil sitotoksik T lenfositlerin
CMYV hastaligindan korumasi tizerine ¢alisma yapmislardir (143). Bu ¢alisma 20 nakil
vericisi ve alicisi dahil edilerek yapilmistir. Nakil alicis1 hastalardan birinci, ikinci ve
ticiincii aylarda periferik kandan alinan T lenfositlerin CMV’ye olan hiicresel yanitini
degerlendirmislerdir. Nakil sonrasinda on hastada tiim aylarda etkene 6zgiil T hiicre
yaniti saptanmigtir. Bu on hastanin higbirisinde CMV hastalig1 gelismezken, nakil
sonrast CMV'ye 6zgiil sitotoksik T hiicre yanit1 saptanmayan on hastanin altist CMV
pnomonisi nedeni ile kaybedilmistir. Bu ¢aligsma, etkene 6zgiil hiicresel immiin yanitin
restorasyonunun gecikmesi sonucunda CMV hastaligi ve oliimlerin olabilecegini

gostermektedir.

Einsele ve ark. dort haftalik etkin medikal tedaviye yanit vermeyen yedi CMV
hastasina, in vitro olarak CMV antijenlerine karsi1 duyarlilagtirilmis sitotoksik T
hiicresi transferi yapmislardir (144). Hastalarin tamaminda ortanca 20 giinde etkin
virolojik yanmit alindigin1 saptamiglardir. Ayrica bu g¢alismada transfer edilen T
hiicrelerinin nakil alicilarinda ¢ogalmasini da arastirmislardir. Transferden ortanca 11
giin sonra 6 hastada CMV'ye 6zgiil T hiicresi proliferasyonunu gostermislerdir. T hiicre
proliferasyonu gelismeyen hastada ise yogun immiin baskilayici tedavi uygulanmasi
s0z konusudur. Giincel rehberler, adaptif T hiicre tedavisi denilen bu uygulamay1, nakil
sonrast medikal tedaviye yanitsiz CMV enfeksiyonu olan hastalarda uygulanmasini
orta kanit seviyesinde tavsiye etmektedir (8, 25). Bu tedavi yontemi iizerinde klinik

arastirmalar devam etmektedir.

Literatiirden elde edilen bu bilgilerden anlasilacagr iizere, CMV

enfeksiyonlarinin yonetiminde medikal tedaviyle birlikte 6zellikle hiicresel immiin
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yanitin restorasyonu hayati 6neme sahiptir. Calismamizda A594V mutasyonu saptanan
hastada boyle bir yaklagim sergilenmistir. Aslinda, genotipik olarak direng¢ varligi
gosterilmis CMV enfeksiyonlarinin profilaksisi ve onleyici tedavi yaklasimlarinda
ger¢ek zamanli kPZR ile CMV DNA yiikii takibine ek olarak CMV’ye 6zgiil hiicresel
immiin yanit ve hasta plazmasindaki ila¢ diizeyi takibi de diisliniilmelidir. Ayrica bu
hastada CMV reaktivasyonu ile gansiklovir direngli virionlarin viicut sivilari ile
sagilmas1 s6z konusudur. Bu direncli virionlarin sebep olacagi primer enfeksiyonlar
veya sekonder reenfeksiyonlar sonucu aktarilmis viral direncin ortaya ¢ikacagi ve

gelecekte ciddi bir halk sagligi tehdidi haline gelecegi unutulmamalidir.

Calismamizda yapilan analiz sonucunda 77 hastanin besinde (%6,5),
gansiklovir direncine etkisi bilinmeyen ii¢ farkli mutasyon saptanmistir. Bu
mutasyonlari goriildiigii hastalarin hicbirisi tedaviye olast ya da kesin yanitsiz olan
hasta grubunda bulunmamaktadir. Her ne kadar klinik tedaviye yanit verseler de bu
mutasyonlarin fenotipik yontemlerle gansiklovir direnci acisindan degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu asamada direng iliskisi bilinmeyen mutasyon saptanan hastalara ait,
antiviral tedavi baglanmadan CMV DNA yiikii saptanan ilk plazmalarindan genotipik
analiz yapilmalidir. Bu sayede s6z konusu mutasyonlarin aktirilmis mutasyon mu

yoksa ilaca bagli kazanilmis mutasyon mu oldugu ayrimi yapilabilir.

S6z konusu hastalardan CMV suslarinin izole edilerek fenotipik olarak bu
mutasyonlarin gansiklovir direncine etkisi aragtirilmalidir. Kotton ve ark. gore
sekanslarin kalite kontrolii, tekrarlanabilirligi, hastaya uygulanan tedavi Oykiisii,
bilinen mutasyonlara yakinligi ve fenotipik karakterizasyonu yapilmadan bu

mutasyonlar raporlanmamalidir (25).

Dizi analizlerinin degerlendirmesinde son olarak ele alinmasi gereken nokta
tedaviye klinik olarak yanitsiz olan alt1 hasta ve olas1 yanitsiz olan iki hastada herhangi
bir mutasyonun saptanmamis olmasidir. Bu durumun 6nemli sebeplerinden biri
gansiklovir direnciyle iligkili tiim gen bdlgelerinin analiz edilmemis olmasi olabilir.
Ayrica dizi analizi i¢in kullanilan Sanger dizileme yonteminin, toplam viriis
popiilasyonu iginde direngli viriis popiilasyonunun belli miktarin altinda olmasiyla
duyarliligimin diismesi sonucu ortaya ¢ikmis olabilir. Nitekim, Hantz ve ark. yaptiklari

calismada Sanger dizileme yonteminin %25’in altindaki virlis alt popiilasyonunu
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saptayamadigin1 gostermislerdir (6). Bunun yaninda deneylerde tekrarlanabilirlik
calismalarinin yapilmamis olmasi da yalanci negatifliklerin ortaya ¢ikmasina sebep

olmus olabilir.

Sonug olarak; tiim hasta gruplar birlikte diisiiniildiigiinde CMV hastalig1 olan
hastalar ile olmayan hastalar arasinda gansiklovir direnci agisindan anlamli fark
bulunmamaistir (p=0,610). Bu duruma ¢alismamiza ait yukarida deginilen kisitliliklar
sebep olmus olabilir. Gelecekte, s6z konusu kisithiliklarin asilmasi, hasta gruplarinin
tek tek degerlendirilmesi ve daha ¢ok hastanin katilimiyla yapilmasi gereken

caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda c¢esitli immiin yetmezlikli hasta gruplarina ait hastalarda CMV
hastaligi olanlar ve olmayanlar gansiklovire diren¢ agisindan arastirilmistir.
Calismamiz ileriye doniik olarak 142 hastanin katilimiyla bir yil igerisinde
gerceklestirilmistir. Calismaya dahil edilen hastalara ait plazmalar toplanmis ardindan
viral DNA izolasyon ve yuvalanmis PZR deneyleri uygulanmistir. Toplam 77 hastada
hedef bolge amplifikasyonu saptanmis ve bu 6rneklere Sanger yontemiyle dizi analizi

yapilarak genotipik direng analizi yapilmistur.

Analiz sonucunda iki hastada gansiklovire karsi virolojik direncten sorumlu
olan M460V ve A594V mutasyonlarinin varlig1 gosterilmistir. Direngli hastalar sirayla
CMV retiniti ve CMV pndmonisi tanis1 almislardir. Bu hastalarin tedavileri uygun

sekillerde degistirilmistir.

Calismamizda klinik olarak tedavi yanitsizlig1 olan alt1 hastada ve tedaviye
olast yanitsiz iki hastada herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Bu duruma yol
acabilecek faktorler ve ¢oziimleri tartisma boliimiinde ele alinmistir. Bu calisma

sonunda asagida maddeler halinde verilen 6nerilerin yazilmasi uygun gortilmustiir:

i.  Iki haftalik etkin anti-CMV tedaviye ragmen kandaki viriis yiikii artan
veya logaritmik olarak azalmayan, CMV’ye bagl organ tutulumunda
diizelme olmayan veya yeni tutulumlar ortaya c¢ikan her hasta
gansiklovir direnci fenotipik ya da genotipik yOntemlerle
arastirilmalidir. Fenotipik direng calisilirken, yonteme ait kisithiliklar
dikkate alinmalidir. Genotipik yontemler i¢in de dizi analizi yapilirken
direng iligkili olabilecek biitiin gen bolgeleri analize dahil edilmelidir.
Tedaviye yanitsiz hastalarda virolojik diren¢ saptanamazsa rehberler
dogrultusunda hasta yoOnetimi siirdliriilmeli, takip eden direng
caligmalariyla ilgili mutasyonun saptanabilecegi unutulmamalidir.

ii.  Gansiklovir tedavisine karst virolojik direngle iligkili mutasyon
saptandiginda tedavi degisikligi onerilse de diger anti-CMYV ilaglarin
ozellikle bobrek fonksiyonlari iizerine olan yan etkileri bilinmektedir.

Bu acidan direng saptanan hastalarda medikal tedaviyle birlikte



82

CMV’ye 6zgiil hiicresel immiin yanit takibi de yapilmalidir. Daha genis
kapsamli ¢aligmalarla etkene 6zgiil hiicresel yanit diizeyi ile tedavi
yonetimini yonlendirecek sinir degerlerin gelistirilebilecegi iizerine
diisiiniilmelidir. Ulkemizde kullannmda olmayan letermovir ve
maribavir gibi anti-CMYV ilaglarin 6zellikle gansiklovir direngli suglar
iizerine olan etkinlikleri fenotipik ve genotipik olarak aragtirilmalidir.
Gansiklovir tedavisine diisiik diizey virolojik direng (2-5 kat) olan
hastalarda gansiklovirin doz artirimi yapilarak kandaki ilag¢ diizeyi
takibi ile hasta izlemi yapilabilir. Ayrica bu yaklasim ile medikal tedavi
degisikligi yaklasimi kontrollii klinik ¢aligsmalarla kiyaslanmalidir.

ili. DNA dizi analizi ile mutasyonlara bagli diren¢ saptanan hastalardaki
latent CMV suslarinin reaktivasyonu ile ilaca direngli virionlarin
sacilimina sebep olabilecegi akilda tutulmalidir. Direngli suslarin
primer enfeksiyona yol acabilecegi bilinmeli ve bu CMV suslar1 dizi
analizi ile izleme alinmalidir. Gelecekte ilaca direngli latent CMV
enfeksiyonlarinin tam iyilik halinin saglanmasi i¢in yeni yaklasimlara
ihtiya¢ duyulabilir.

iv.  Genotipik diren¢ yontemleri uygulanirken, ilk kez saptanan
mutasyonlarin ila¢ direncine olan etkisinin fenotipik yoOntemlerle
belirlenmesi gerekmektedir. Bunun yapilabilmesi icin hasta takibini
yapan klinik hekimi ile laboratuvar hekiminin is birligi igerisinde

olmasi gerekliligi de unutulmamalidir.

Sonu¢ olarak calismamizin verileri 1518iInda CMV hastalig1 olan ve olmayan
hastalar arasinda gansiklovire kars1 mutasyonlara bagli diren¢ acisindan anlamli fark
bulunmamistir. Bu verilerin, hasta gruplarmin bagimsiz olarak incelendigi ve daha
fazla katilimci ile diger kisithliklar1 giderilmis baskaca calismalar tarafindan

arastirilmasi gerekmektedir.
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8. EKLER

EK-1: Cocuk Hasta Onam Formu

ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU-
COCUK HASTA

(Hekimin Ac¢iklamasi) (Hasta Katihmci/Hasta Ebeveyni icin)

“Primer ve Sekonder immiin Yetmezlikli Hastalardan izole Edilen Sitomegaloviriis
Suslarinda Gansiklovir Direncinin Genotipik Yontemlerle Arastirilmasi” baghkli bir
calisma planlamaktayiz. Sizi/cocugunuzu c¢aligsma kriterlerine uygun oldugunuz igin
calismamiza dahil etmek istiyoruz. Immiin yetmezlikli hastalarda, bu viriise baglh
hastaliklar yaygin olarak goriilmekte ve bu durum geri doniisiimsiiz saglik sorunlarina
hatta 6liimlere sebep olabilmektedir. Bu viriise kars1 uygulanan tedaviler cogu zaman
basar1 ile sonuglansa da bazen, uygun tedaviye ragmen, istenilen yanit
alinamamaktadir. Bu yanitsizlik hali hastaya bagli faktorlerle olusabilecegi gibi
viriisiin kazandigi direng ile de olabilir. Bu ayrimin yapilmasinda maalesef iilkemizde
yeterli sayida calisma bulunmamaktadir. Yapacagimiz bu calismayla viriisiin
gelistirdigi diren¢ mekanizmalarini, oranlarini, direnci etkileyen faktorleri, diger
ilkelere gore bizim ililkemizdeki durumu belirleyip gelecekte sizinle benzer durumda
olan hastalarin tedavisi i¢in elimizdeki bilgileri diger hekim arkadaslarimizla birlikte
kullanmay1 amagliyoruz. Bu nedenle biz gocuklarda kan orneklerinde bazi testler
yapmay1 istiyoruz. Bu testler i¢in sizden ek bir kan alinmayacak olup sadece merkez
laboratuvara gelen kanlarin artan kisimlar ile calismamizi devam ettirecegiz. Bu
calismadan sorumlu 6gretim iiyesi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Prof. Dr. Ahmet Pinar’dir.

Sizin/¢ocugunuzun bu aragtirmaya katilmanizi/katilmasin1 dneriyoruz. Ancak hemen

sOyleyelim ki bu aragtirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim



95

goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek
istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalayiniz. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
tarafindan gergeklestirilecek bu calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi igin

Onemlidir.

Eger arastirmaya katilmayr kabul ederseniz bu ¢alismanin  yardimci
aragtirmacilarindan Dr. Yasemin Ozsiirekci veya onun goérevlendirecegi bir hekim
tarafindan muayene edileceksiniz ve bilgileriniz kaydedilecektir. Muayene sonucunda
doktorunuz uygun gériirse bu ¢alismaya almacaksiniz. isterseniz ¢aligmanin yardimei
arastirmacist olan Dog. Dr. Yasemin Ozsiirek¢i ile bizzat veya telefon ile
goriisebilirsiniz (Yasemin Ozsiirekci is tif: 03123051166, Cep tIf: 0533 2781312).
Izniniz dogrultusunda sizden/cocugunuzdan zaten yapilmasi planlanan kan
tetkikleriniz alinirken ayni tiipiin icerisine 2-3 cc daha kan alinacak ve santrifiij (hizl
cevirip kandan serum elde etmek icin yapilir) edilerek merkez molekiiler
mikrobiyoloji laboratuvarinda c¢alisilacak ve sonuglara gore c¢alismamiza dahil
edilecektir. Elde edecegimiz bilgilerin lilkemizdeki ve diinyadaki sizin gibi hastalig

bulunan diger hastalara da faydasi olacagina inantyoruz.

Kan alinmasi swrasinda olugabilecek riskler: Kan alinirken sizin/¢ocugunuzun

damarinizin/damarinin disina kan sizabilir ve morluk olusabilir.

Bu caligmaya katilmaniz icin sizden herhangi bir licret istenmeyecektir. Calismaya
katildiginiz icin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli
tutulacak, ancak calismanin kalitesini denetleyen gorevliler, etik kurullar ya da resmi
makamlarca geregi halinde incelenebilecektirr. Bu c¢alismaya katilmayi
reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve reddettiginiz
takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine

caligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢cekmek hakkina da sahipsiniz.
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(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Sayin Prof. Dr. Ahmet Pmar ylriitiiciiliiglinde yapilacak bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bodyle bir arastirmaya

“katilimer” olarak davet edildim/¢ocugum davet edildi.

Eger bu arastirmaya katilirsam/¢ocugum katilirsa hekim ile aramda kalmasi gereken
bana/¢ocuguma ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi
ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin/gocugumun bilgilerinin ihtimamla korunacagi

konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin ylriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma

dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasimdan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun/¢ocugumun saglik sorunun ortaya
cikmast halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence

verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte, Dr.
Aytekin Firtina’ya cep: 0544 306 23 25 numarali telefon iizerinden ulasabilecegimi

biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem,
bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima

belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gegen bu aragtirma projesinde “katilimer” olarak
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yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve
goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana

verilecektir.

Katihmel
Adi, soyadi:
Adpres:

Tel:

Imza

Goriisme tam@i
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza

Katilimei ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel:

Imza:
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ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCIN COCUK RIZA FORMU

Sevgili Kardesim,

Sorumlu yiiriitiiciisii Prof. Dr. Ahmet Pmar olan “Primer ve Sekonder Immiin
Yetmezlikli Hastalardan izole Edilen Sitomegaloviriis Suslarinda Gansiklovir
Direncinin Genotipik Yontemlerle Arastirilmasi” isimli arastirmanin yardimci
arastiricist olan ben Dog. Dr. Yasemin Ozsiirekci’yim. Arastirma konumuz olan
sitomegalovirus senin gibi immiin (mikroplara kars1 yanit) yetmezligi olan ¢ocuk
hastalarda agir hastaliklara neden oluyor. Biz bu viriisiin tedavisinde bazen istedigimiz
cevabi alamiyoruz. Bu yanitsizligin nereden kaynaklandigi anlamak i¢in bu ¢alismay1
yapmay1 istiyoruz. Bu calismadan ¢ikacak sonuglarin diger hastalara da yardimci

olacagina inaniyoruz. Bu arastirmaya katilmani 6neriyoruz.

Arastirmay1 Prof. Dr. Ahmet Pinar ylriitiiciisii ve yardimci arastict olarak ben Dr.
Yasemin Ozsiirekci bu calismay1 birlikte yapacagiz. Bu arastirmaya katilacak olursan
senden zaten yapmamiz gereken bazi kan tetkiklerinin yaninda ekstra 2-3 cc daha kan
tetkiki alacagiz ya da alinan tetkiklerinden arta kalan kani kullanacagiz. Kan alinirken

canin biraz aciyabilir.

Bu arastirmanin sonuglari senin gibi immiin yetmezligi olan ¢ocuklarda
sitomegalovirus enfeksiyonu tedavisi i¢in yararli bilgiler saglayacaktir. Bu
aragtirmanin sonuclarini baska doktorlara da sdyleyecegiz, sonuglar bildirecegiz ama

senin adin1 ve diger kimlik bilgilerini sdylemeyecegiz.

Bu arastirmaya katilip katilmamak i¢in karar vermeden Once anne ve baban ile

konusup onlara danismalisin. Onlara da bu arastirmadan bahsedip onaylarini/izinlerini
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alacagiz. Anne ve baban tamam deseler bile sen kabul etmeyebilirsin. Bu arastirmaya
katilmak senin istegine bagli ve istemezsen katilmazsin. Bu nedenle hi¢ kimse sana
kizmaz ya da kiismez. Once katilmay1 kabul etsen bile sonradan vazgegebilirsin, bu
tamamen sana bagli. Kabul etmedigin durumda da doktorlar muayene ve diger

islemlerde sana 6nceden oldugu gibi iyi davranir, 6nceye gore farklilik olmaz.

Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorular istedigin zaman bana
sorabilirsin. Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu aragtirmaya katilmay1
kabul ediyorsan asagiya liitfen adin1 ve soyadini1 yaz ve imzani at. Imzaladiktan sonra

sana ve ailene bu formun bir kopyasi verilecektir.

Cocugun adi, soyadt:

Cocugun imzast: Tarih:

Velisinin adi, soyadi:

Velisinin imzast: Tarih:

Aragtiricinin adi, soyadi, linvani:
Adres:
Tel:

Imza:
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EK-2: Eriskin Hasta Onam Formu

ERISKIN HASTA ONAM FORMU
Hekimin Aciklamasi

‘Primer ve Sekonder Immiin Yetmezlikli Hastalardan Izole Edilen Sitomegaloviriis
Suslarinda Gansiklovir Direncinin Genotipik Yontemlerle Arastirilmasi’ isimli
calisma Prof. Dr. Ahmet Pinar sorumlugunda yapilmaktadir. Arastirma immiin
(mikroplara kars1 savunma yaniti) yetmezligi olan hastalarda ciddi sonuglar doguran
sitomegalovirus enfeksiyonlarinda karsilagilan  virlis direncini  test etmeyi
amaglamaktadir. Arastirmaya katilmaniz goniilliiliik esasina dayalidir. Bu form
araciligr ile elde edilecek bilgiler gizli kalacaktir ve sadece bilimsel amaglar icin
kullanilacaktir. Sizin de bu aragtirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak bu arastirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Kararinizdan oOnce arasgtirma hakkinda sizi
bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra aragtirmaya katilmak

isterseniz formu imzalayiniz.

Eriskin hastalarda primer ya da organ transplantasyonu, hematolojik maligniteler, HIV
enfeksiyonlar1 ve benzeri sebeplerden dolay1 kazanilmis immiin yetmezlik tablolar
gelisebilmektedir. Sitomegalovirus bu hastalarda ciddi hastaliklara ve 6liimlere sebep
olabilmektedir. Uygun tedavi ile basarili sonuglar alinsa da bazen tedaviden istenilen
bagsari elde edilememektedir. Biz bu calismamizda uygun tedaviye ragmen elde edilen
basarisizligin sebeplerinden biri olan viruse bagh ilag direncini arastirmayi
amagliyoruz. Bu ¢alisma i¢in sizden fazladan kan 6rnegi alinmayacak olup tani ve
tedaviniz i¢in laboratuvara gonderilen plazma Orneginizden arta kalan kismindan

calisma yapilacaktir. Bu calismayi bir yil i¢ersinde bitirmeyi hedeflemekteyiz.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz, Dog. Dr. Ahmet Cagkan Inkaya veya onun
gorevlendirecegi bir aragtirmaci tarafindan bulgularimiz kaydedilecektir. Bu kayitlar
kimliginiz belirtilmeden tip Ogrencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte
yayinlarda kullanilabilir. Bu amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve
baskalarina verilmeyecektir. Muayene sirasinda yapilan rutin testler yapilacaktir. Bu

calisma icin size ek bir kan testi yapilmayacaktir. Yapilan testler herhangi bir hayati
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risk tasimamaktadir. Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret

istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢aligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da

sahipsiniz.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak caligmanin kalitesini denetleyen

gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.
Katimcimin/Hastanin Beyam

Sayin Prof. Dr. Ahmet Pmar tarafindan Hacettepe Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali ile tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya
“katilime1” olarak davet edildim. Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda
kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve
saygl ile yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amaclarla kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda
bana yeterli giiven verildi. Projenin ylriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep
gostermeden arastirmadan c¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilart1 zor durumda
birakmamak i¢in arastirmadan cekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmact tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim. Arastirma i¢in yapilacak
harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir
odeme yapilmayacaktir. Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan
kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
cikmasi halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence

verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr.
Aytekin Firtina’ya cep: 0544 306 23 25 numarali telefondan 24 saat boyunca

ulagabilecegimi biliyorum.
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Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem,
bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis
bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu

aragtirma projesinde “katilimer” olarak yer alma kararini aldim.
Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
Katilmel

Adi, soyad:
Adres:
Tel:

Imza:

Goriisme tanigi
Adi, soyadt:
Adres:

Tel:

Imza:

Katilimei ile goriisen hekim
Ad1 soyad, tinvant:

Adres:

Tel :

Imza :



